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Untersuchungen 
tiber Schimmelpilze bayrischer und tunesischer Boden *. 


1. Floristisch-6kologischer Teil. 


Von 
JOSEF MUSKAT. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 7. Dezember 1954.) 


1. Einleitung. 


Seit Zycua (1935, S. 10ff.) die Literatur iiber die zu den wichtigsten 
Schimmelpilzen des Erdbodens gehérenden Mucorales zusammengestellt 
hat — tiber die allgemeine Mikrobiologie des Erdbodens berichtet Waxks- 
MAN (1932) —, sind zahlreiche Untersuchungen iiber das Vorkommen 
terrestrischer Schimmel in verschiedenen Landern erschienen. 

Wir greifen eine Anzahl von neueren (nach 1935 entstandenen) Ar- 
beiten heraus, deren Gegenstand sich mit unserer Studie beriihrt. 

LINNEMANN (1936) bearbeitete die Mucorales aus Boden der Umgebung Marburgs 
in mehr systematischer Hinsicht, wobei sie den Mortierellaceen besondere Aufmerk- 
samkeit schenkte. NreTHAMMER (1939) lieferte in Weiterfiihrung friitherer Arbeiten 
von 1933 und 1937 einen Beitrag zur Pilzflora der Atlantikktiste, von Siidfrankreich 
und der Schweiz; spiater stellte sie neue Listen bodenbewohnender Schimmelpilze 
der nordéstlichen Steiermark (1942) und des westlichen Sudetenlandes (1942/43) 
auf, Srarc (1942) untersuchte die Verteilung von Schimmelpilzen in podsoligen 
Béden Kroatiens. Remy (1950) studierte das Vorkommen niederer Phycomyceten in 
Béden aus verschiedenen Gegenden Deutschlands; ebenso befaBte sich REINBOLDT 
(1951) mit dieser Gruppe. KREHL-NIEFFER (1950/51) schlieBlich widmete ihre Studie 
‘der Verteilung von Bodenpilzen der Stuttgarter Umgebung. Nach Abschlu8 unserer 
Studie erschien eine Untersuchung iiber die Bodenmikroflora im mitteldeutschen 
L68 der Umgebung von Gatersleben von H. J. Rexm u. URset Rem (1953), sowie 
von Harper (1954) eine Mitteilung tiber niedere Phycomyceten in arktischen Ge- 
bieten, unmittelbar vor der Drucklegung eine floristische Studie tiber niedere Boden- 
Phycomyceten aus Afrika, Schweden und mitteleuropaischen Standorten von 
A. GAERTNER (1954). 

Wir haben zunachst oberbayrische Boden untersucht, dann bei einer 
Exkursion nach Tunesien dort Bodenproben gesammelt, und zuletzt noch 
einige Stichproben in der verhaltnismaBig trockenen Gegend von Kich- 
statt (Mittelfranken) gemacht. Unser Augenmerk war nur auf die sich 
rasch entwickelnden Schimmelpilze gerichtet, wobei, was die bayrischen 


* Auszug aus einer Dissertation der Naturwissenschaftlichen Fakultét der Uni- 
versitat Miinchen. 
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Boden betrifft, die Mucorales im Vordergrund standen; Mortierellaceen 
allerdings waren durch unsere Kulturmethode ausgeschlossen (vgl. unten, 
‘Anm. 2 zu Tab. 1). Niedere Phycomyceten (SORGEL 1941, Remy 1950, 
REINBOLDT 1951, HarpER 1954, GAERTNER 1954) blieben ebenso wie 
hdhere Pilze auBer Betracht. Bei den tunesischen Bodenproben achteten 
wir besonders auch auf die Fungi imperfecti. 


2. Methodik. - 


Die ersten 100 Proben wurden in Oberbayern gesammelt; 49 davon in der Um- 
gebung von Bad Reichenhall und 51 in der Miinchens (September 1950). Nach Ab- 
heben der obersten Schicht wurde die Erde unter sterilen Kautelen mit einem 
Nickelspatel in 20 cm® fassende Flaschchen eingefiillt, diese gut verkorkt und bei 
etwa 0°C aufbewahrt. In Tunesien (305 Nummern — April 1952) und in der Um- 
gebung von Eichstatt (12 Nummern — Mai 1952) wurden die Proben direkt mit 
sterilen, 10 cm® fassenden Tablettenréhrchen entnommen. Genaue Angaben iiber 
die einzelnen Standorte sind in der Dissertation mitgeteilt?. In Tunesien wurden 
Bodentemperaturen und Luftfeuchtigkeiten gemessen. Die py-Werte der Boden- 
proben wurden potentiometrisch bestimmt (1g trockeneErde in 10 cm* Wasser 
nach 10 min) und auf 18° reduziert (Fehlergrenze -+ 0,2 Einheiten). Rohkulturen 
wurden in Schalen von 8—9 cm Durchmesser hergestellt, Kulturen zur Bestim- 
mung, sowie Reinkulturen in Schalen von 7 und 5 cm Durchmesser. 


Die Aussaat der Proben erfolgte grundsatzlich in einem gegen Luftinfektionen 
sicher schiitzenden Impfschrank, und zwar nach zwei Methoden, die aus Tunesien 
und EHichstatt als Erdkriimelchen von etwa 0,1 cm® (etwa 0,25 g) — wobei auch 
etwas gréBere Bodenpartikelchen bald ganz erweichen oder gar zerflieBen —, die aus 
Reichenhall und Miinchen als Verdiinnung einer Suspension: zunichst wurde 1 em? 
(etwa 2,5 g) Erde mit 9 cm® sterilen dest. Wassers geschiittelt. Mit einem — durch 
Ausgliihen zu sterilisierenden — Messingrohr von 6 mm lichter Weite, das beim 
Kintauchen bis zu einer aufen angebrachten Marke 1 cm® Suspension aufnahm, 
wurde diese Menge in wieder 9 cm® Wasser pipettiert; von der dritten Verdiinnung 
(1: 1000) wurden mit je 0,5 cm’, die gewéhnlich etwa 12 mg Erde enthielten, zwei 
Rohkulturen angelegt. Dabei wurde die Erdaufschwemmung nicht mit geschmolze- 
nem Nahrboden vermischt und ausgegossen, sondern nach Hace (1908) durch Hin- 
und Herneigen der Schale iiber den erstarrten Nahrboden verteilt. 

Als Nahrboden verwendeten wir ausschlieBlich den von Zycua (S. 7) angegebenen 
Malz-Pepton-Agar (1000 g dest. Wasser, 40 g Cenovis Malzextrakt, 5g Pepton 
Merck, 15—20 g Agar-Agar), dessen py zur Vermeidung storenden Bakterienwachs- 
tums auf 3,9—4,1 gebracht wurde. Harprr (1911) verwendete fiir diesen Zweck 
Citronenséure; WAksMAN (1932, 8. 18) empfiehlt H,SO, oder H,PO,. v. Szmvinyt 
(1940/41, S. 185) siuerte seine Nahrbéden mit H,SO, an, muBte jedoch feststellen, 
daB die Pilze auf unkorrigierten Béden besser gediehen; wir pflichten dem bei, was 
H,SO, betrifft, beobachteten aber bei unserem Material, daB es bei H,PO,-Zusatz 
noch wppiger wachst als auf unkorrigierten Nahrbéden. Der Nahrboden wurde 
30 min bei 1 atii sterilisiert und erst vor dem GieBen der Platten die ebenfalls steri- 
lisierte Phosphorsiure zugegeben (8 cm* In H,PO, je 250 cm® Nahrboden). 

Verschiedene Pilze sind direkt auf der Rohkultur bestimmt worden, empfind- 
lichere Arten, vor allem die Mucorales, wurden zur Artbestimmung auf séurefreien 
Agar gebracht (vgl. Zycna, S. 5ff.); in den Gattungen Penicilliwm (einschlieBlich 


* Die ausfiihrlichen Protokolle kénnen Interessenten zur Verfiigung gestellt 
werden. 
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Scopulariopsis und Citromyces) und Aspergillus wurde auf die Bestimmung der Spe- 
cies verzichtet. Die Fungi imperfecti sind in drei Gruppen aufgeteilt, namlich in die 
Gattungen Verticillium und Fusarium, die sterilen Mycelien und die aus den ver- 
schiedensten Gattungen zusammengesetzten ,, Restimperfecten“. 


Bestimmt wurde nach: Waxsman (1932 — Spezialschliissel fiir Bodenpilze, 
S. 229ff.); Zycna — Mucorales; Lempxe-Deitscn (1943 — Penicillium, Asper- 
gillus); Mieuxa (1921 u. 1934 in Thomés Flora von Deutschland — Fungi imper- 
fectt). Auch NirrHammer, Technische Mykologie (1947) wurde benutzt?. 


I. Die oberbayrischen Bodenproben. 
1. Die Eintetlung des Gebietes. 


Die 100 Standorte, an denen je eine Probe entnommen wurde, sind 
in 22 Gruppen und diese wieder in sechs gréBere Einheiten — Biotope — 
zusammengefaBt. Genaue Standortsbeschreibungen in der Dissertation. 


I. Zur Zeit der Entnahme vegetationslose Standorte (7 Proben). 
1. Aufschliisse (3). 2. Wege und StraBenrander (3). 3. Trockene Torfabstichreste 
(Wiesenmoor) (1). 

II. Standorte mit sehr geringer Vegetation (21). 4. Aufschliisse (4). 
5. Felsspalten (6). 6. Schutt und Gerdlle (11). 

III. Wiesen und Weiden (26). 7. Offene Wiesen und Weiden (12). 8. Wiesen 
und Weiden an Waldrandern (2). 9. Wiesen und Weiden an Hangen (4). 10. Nasse 
Standorte (6). 11. Trockene Heidewiesen (2). 

IV. Acker (9). 12. Brachliegende Acker (2). 13. Bestellte Acker (7). 

V. Unkultivierte Standorte mit niedrigwiichsiger Vegetation (15). 
14. Trockene Moore (Hochmoor — 3; Wiesenmoor — 1) (4). 15. Sumpfstellen (3). 
16. Auengebiisch (1). 17. Waldrander (2). 18. Baumlose Hinge (2). 19. Botanischer 
Garten in Miinchen (3). 

VI. Walder (22). 20. Laubwald (5). 21. Nadelwald (8). 22. Mischwald (Nadel- 
Laubwald) (9). 


2. Der Keimgehalt der Béden. 


Unter Keimgehalt ist die Zahl der keimenden Sporen samt der Zahl 
der entwicklungsfaihigen Mycelteile zu verstehen; bei ,,sterilen Mycelien* 
kann es sich nur um Mycelfragmente handeln. Die in einer bestimmten 
Menge Erde enthaltenen Schimmelpilzkeime wurden wie tiblich mit Hilfe 
der Verdiinnungsmethode ermittelt. 


WaxksMan (1916) berichtet von einem Keimgehalt, der zwischen 30000 und 
900000 je g Erde in Abhangigkeit vom Typus des Bodens und von seiner Behand- 
lung schwanken kann; auch jahreszeitliche Unterschiede von 30000 im November 
bis 120000 im April kommen vor (1932, Fig. 3, S. 38). Uber den Einflu8 der Boden- 
reaktion auf die Keimzahlen steht bei Drrwss (1928) einiges (vgl. S. 8), sowie bei 
Waxsman (1932, S. 222); dieser findet bis 129000 Pilze je g Erde bei einem pa von 


1 Zu dem Buch ist jedoch zu sagen, daB die Bilder teilweise recht unzutreffende 
Vorstellungen vermitteln [Abb. 4, 8. 130, A.(?) hiemalis (wohl Mucor zu lesen), 
Basalkragen; Abb. 6, S. 133, Rhizopus nigricans, Sporangientrager und Rhizoiden ; 
bei den Abb. 23 und 24, S. 224/25, sind die Namen vertauscht; die Zeichnungen von. 
Alternaria, in Abb. 24 als Macrosporiwm bezeichnet, sind aus LemMBKE-DELITSCH 
(Taf. 49, Fig. 404) entnommen, und die Vergréferungen sind unrichtig angegeben]. 

i 
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4,2; nach Kalkdiingung nur mehr 32000 bei px 5,2. Uber den Einflu8 der héheren 
Flora auf die Keimzahlen berichten JANKE u. HoLzer (1929; vgl. S. 5). 
Besonders anmerken méchten wir noch, da es ein giinstiger Zufall 
sein wird, wenn mit 4/1999 em? Erde auch wirklich 1/j99) der in 1 cm* ent- 
haltenen Keime ausgesit wird; es kann ja z. B. vorkommen, da wihrend — 
des Schiittelns ein Sporangium platzt oder sich unbenetzbare Conidien 
in einer kleinen Luftblase versammeln. Zudem mu fiir den Keimgehalt 
eines Bodens die GréBe der Mineralpartikel eine Rolle spielen. +/; unserer 
Proben, die je cm? Erde weniger als 10000 Pilz-Individuen aufwiesen, 
bestanden zu oft mehr als der Halfte 
aus groBeren Steinchen. 
Abb. 1 zeigt die Haufigkeit der 
verschiedenen, zwischen 1000 und 
500000 je em’ Erde sich bewegenden 
Keimzahlen. */, unserer 100 Num- 
mern wiesen einen Keimgehalt 
zwischen 10000 und 130000 auf; 
als héchste Zahl fanden wir mehr als 
500000 Individuen einer Penicilliwm- 
bis 100 -200 -300 -400 -500 x700 Art (Wiese, aus 40 cm Tiefe; ob 
ie etry ek infolge zufalliger Anhaufung von 
mahlen’ in den oberbayrischen. Bodenproben, CONidien?); im Durchschnitt aus 
100 Proben 100000 Pilze in 1 em* 
Erde. Die groBten in den einzelnen Proben beobachteten Artenzahlen 
waren: 11 Arten in einer Weideprobe (Protokoll Nr. 20, III/9), je 
10 Arten in 2 Proben (Nr. 15, Weide III/9, und Nr. 45, Mischwald 
VI/22), je 9 und 8 Arten in 2 Ackerproben (Nr. 76 und 68, IV/13). Nur 
eine Art, meist Penicillium, enthielten 4 Schuttproben und 3 Proben von 
Quellen und FluBufern. 


Die Artenzahlen sind auf einen Ansatz (2 mal 0,5 em* Suspension mit je etwa 
12 mg Erde; vgl. 8. 2) bezogen. 


3. Der Kinflup der Standortsfaktoren auf die Verteilung. 


a) Der Zusammenhang mit der héheren Flora. 


Im allgemeinen wird zwischen der héheren Flora und dem Vorkommen von 
Schimmelpilzen ein Zusammenhang festgestellt. Waksman (1917) fand in frucht- 
baren Boden mehr Schimmelpilze als in unfruchtbaren (vgl. auch JANKE u. Hot- 
ZER; KuBrieNna 1932). An eine Beeinflussung von den Wurzeln her dachte JoHann 
(1932), der feststellte, dafs die Mucorales in engem Zusammenhang damit stehen und 
unter der Rhizosphare nicht mehr vorkommen, und auch RetnBopt, die fiir niedere 
Phycomyceten Hemmung oder Férderung nachweisen konnte, die von den Wurzeln 
der héheren Pflanzen ausgeht, wahrend Harper (1954) einer solchen Wirkung nicht 
begegnete. StrLLE (1950/51) gibt eine mikrobiologische Methode mit Aspergillus 
niger zum Nachweis von Samen- und Wurzelausscheidungen an. Auch KReHt- 
Nierrer stellte eine einigermaBen deutlich wahrnehmbare Abhangigkeit des Pilz- 
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vorkommens von der Bestandsflora fest. Im Gegensatz zu dieser Auffassung konnte 
NIETHAMMER (1933), ebenso wie ELLiorr-Bayuiss (1930), héhere Flora und Boden- 
pilzvorkommen in keinen Zusammenhang bringen, und beinahée will es ihr scheinen, 
da® Naturbéden einen gréferen Pilzreichtum aufweisen als Kulturbéden; 1942 be- 
richtet dieselbe Autorin allerdings, daB die Bestandsflora gewisse Abweichungen 
hervorrufe. v. Sziviny1 (1940/41, S. 135, Punkt 3) beantwortet seine klare Frage 
nach der Vergesellschaftung von Bodenpilzen mit héheren Pflanzen nicht. 

Wir haben unsere Béden, wie es die Ubersicht in Kapitel I, 1 zeigt, in 
eine Reihe gebracht, in der die Masse des Pflanzenbewuchses vom vege- 
tationslosen Biotop I bis zur Stufe VI, dem Wald, zunimmt. 

Aus der Tab. 1 ist die Verteilung der Familien, Gattungen und Arten 
auf diese 6 Biotope zu ersehen; die Zahlen bedeuten, in wieviel Proben 
der betreffende Pilz bzw. die betreffende Gattung usw. jeweils gefunden 
wurde. Fiir die Mucorales sind die Funde in jedem Biotop zusammen- 
gezahlt und in Klammern auch in Prozenten der Proben angegeben. 
Eine Prozentzahl tiber 100 kann zustandekommen, wenn aus einzelnen 
Proben mehr als eine Art isoliert wurde. 


Streng genommen hat es, bei den verschiedenen 6kologischen Anspriichen nahe 
verwandter Arten, nicht viel Bedeutung, wenn in der Tabelle z. B. die Arten der 
Gattung Mucor in einer Rubrik zusammengefaBt sind, und noch problematischer 
ist die Zusammenfassung mehrerer Gattungen zu einer Familie oder einer noch 
groBeren Kinheit (z. B. .,, Restimperfecte‘‘). Aber ganz ohne Wert diirfte eine solche 
zusammenfassende Ubersicht doch nicht sein. 


Mucorales fanden wir am haufigsten auf Ackern (IV); die Gattung 
Mucor hat hier von allen Mucorales die weiteste Verbreitung. (Zum Ver- 
gleich bringen wir die von JANKE u. HouzeEr in der Tabelle auf 8. 54 an- 
gegebenen Zahlen: 22500 auf Kartoffelacker; davor steht noch der Torf- 
stich mit 26000. Die absoluten Werte entsprechen jedoch nicht den 
unseren, weil sie auf 1 g und nicht auf 1 cm, d. h. etwa 2,5 g Erde be- 
zogen sind.) Ebenfalls haufig waren sie an zur Zeit des EKinsammelns 
vegetationslosen Standorten (Biotop I); woh] wegen héherer Boden- 
temperatur infolge fehlenden Pflanzenwuchses fanden sich hier besonders 
Absidien, die nach Zyona (S. 121) alle etwas wairmeliebend zu sein schei- 
nen (vgl. auch Hichstatter Proben). 

Mit Abstand folgen die Wiesen (III; Mucor, Zygorhynchus), dann mit 
Mucor fragilis an der Spitze die Walder (VI; JANKE u. HotzEr: 7500); 
nach JoHANN (S. 326) sind die Mucorales im Wald eine charakteristische 
Pilzgruppe, dominieren aber nicht iiber andere Pilze (vgl. auch DaLE 1914 
und Waxksman 1917, die Mucorales nur in Kulturbéden fanden). ZycHa 
(S. 12) und Kreat-Nierrer (S. 399) erwaihnen die Gattungen Mucor und 
Absidia im Wald; wir fanden zudem noch vereinzelt Zygorhynchus, Rhizo- 
pus und Cunninghamella. 

Mit weiter abnehmender Zahl der Funde folgen die Biotope mit ge- 
ringer Vegetation (II; Mucor, Rhizopus) und zuletzt unkultivierte Stand- 
orte mi4 niedrigwiichsiger Flora (V; Mucor, Absidia). 
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Tabelle 1. Verteilung auf die Biotope. 


— { : 
Ra ee Biotop | I Il | TIL | TVeaba Vv VI : 
Pilz Fi NG | 7 21 | 26 9 | 15 221 
l 3 
KOs | 3(114%) | 13(62%) |21(81%) |14(155%) 7 (47%) | 14(64%)_ 
1. Mucor | 1 4 4 5 . 7 
a) M. spinosus 2 
b) M. ramannianus I 
c) M. fragilis eB pS 2 Oe sas 
d) M. genevensis ) Leis 
e) M. hiemalis | 1 3 3 1 1 7 
f) M. griseo-lilacinus 1 
g) M. strictus : 1 
h) M. sp. sp. | 1 1 : 
2. Parasitella simplex | 2 
3. Zygorhynchus | 1 2 3 in 1 1 
a) Z. exponens | 1 : . 1 
b) Z. vuillemini | } 1 
c) Z. moelleri | 1 1 2 1 | 
d) Z. sp. | . 
4. Circinella tenella 1 
5. Actinomucor repens Diere at 
6. Rhizopus | 1 3 2 2 1 1 
a) Rh. arrhizus 1 2 1 1 1 
b) Rh. nigricans | 1 1 1 1 
7. Absidia 4 ]. tf 3 2 it 
a) A. glauca | 2 1 1 2 ] 
b) A. orchidis | 1 
c) A. lichtheimi 1 
d) A. spinosa 2 
e) A. cylindrospora 2 Lain Bis 1 
f) A. sp. 1 
8. Cunninghamella | Lity ti) 4:9] Lac] 1 
a) C. elegans 1 3 1 1 
b) C. sp. 1 
B. Aspergillaceae 6 20 | 26 | 9 12 22,3 
1. Penicillium? lena 5007 | Shas ik, oh AL 21 
2. Aspergillus | 4 7 | 13 | 3 3 9 
a) Asp. sp. sp. Lies 5 Wo 4 2th ya eee 
b) Asp. niger | 2 y} 2 | th | Lio a 2 
C. Fungi imperfecti 4 12 19 a 12 18 
1. Verticilliwm Higa 3 6 2 6 4 
2. Fusarium 2 | 8 6 iG, Ca 4 
3. sterile Mycelien | S= 1] til 4 | 1 | 8 
4, Restimperfecte on my tome (3) ee ol eal) 13 
D. Sordaria | 1 | 1 1 
KE. sonstige Pilze* | 1 Ligcs | 6 
Gesamt ioe) 208: 260% [ong W apaoree| Pitas 
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Aspergillaceen (Penicillium und Aspergillus) fanden wir in 95% der 
oberbayrischen Proben, am hiufigsten auf Wiesen, auf Ackern und im 
Wald (vgl. Kresu-Nierrer, 8.399; JANKE u. Houznr, 8. 74, 4.); die 
' wenigsten Aspergillaceen isolierten wir aus Standorten mit vorwiegender 
Strauchvegetation. Im allgemeinen wird die ganze Gruppe als sehr haufig 
im Boden angegeben (WaAksMAN 1917; ZaLEsKr 1928; Srarc u.a.). 
NieTHaMMeEr (1933, 8S. 83/84) meint jedoch, Penicillium und Aspergillus 
seien etwas seltener als andere Pilze. Kuprena (S. 541), der Bodenhohl- 
raume direkt nach Mycelien durchsuchte, sah Vertreter dieser Gruppe 
uberhaupt nicht; wir fanden 
Penicillium in 90% der ober- 
bayrischen Proben, Aspergil- “f 
lus in 39%. Stets wird die 
Gattung Penicillium haufiger 
gefunden als die Gattung 
Aspergillus (JANKE u. Hot- 
ZER 25:4; NIETHAMMER 1933, 
3:1; Starc 20:3). Aspergil- 


100 


Penici/lium 


Aspergillus 


lus bevorzugt im Gegensatz Mucor 

zu Penicillium — warmere 

Gegenden (Waxksman 1917, ith 

RaILLo 1929; vgl. tunesische hoops 


Proben), wiihrend die genann- 
ten Autoren wie wir Proben 
kithlerer Gebiete untersuch- 
ten. In Analogie zum Vor- 
kommen der ebenfalls thermophilen Absidien (Oberbayern) kann dieses 
Warmebediirfnis das zahlreiche Auftreten von Aspergillus-Arten auf 
offenem Gelinde erkliren (vegetationslose Standorte, Wiesen ; vgl. KREHL- 
Nierrer, S. 399, die Aspergillus ebenfalls mehr auf Wiesen fand). Aber 
auch aus Walderde isolierten wir zahlreiche Aspergillen, und dort beson- 
ders fanden sie auch JANKE u. HouzeEr (S. 74, 4.). 


In Abb. 2 ist die prozentuale Haufigkeit der wichtigsten Gattungen in den Proben 
der 6 Biotope dargestellt. Weit obenan steht Penicillium, es folgen Aspergillus und 
Mucor, Absidia kommt im ganzen noch nahe an Mucor heran, am wenigsten Ver- 
breitung hat Rhizopus. 


Biotop 


Abb. 2. Haufigkeit einiger Pilzgruppen in den 
oberbayrischen Biotopen. 


FuBnoten zu nebenstehender Tabelle 1. 


1 Gesamtzahlen siehe Tab. 2. 

2 Ohne Mortierellaceae, die wir nie beobachteten (besondere Kautelen; vgl. 
LINNEMAND). 

3 HinschlieBlich Scopulariopsis und Citromyces (vgl. JANKE u. Hoxzer, FuBnote 
S. 54). ; 

4 Fadige Formen, wahrscheinlich aber Fungi imperfecti (sterile Mycelien). 

5 Probe 91 (II/5) war ohne Pilze. 
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Die Fungi imperfecti zeigen am deutlichsten einen Zusammenhang 
mit der hdheren Flora; sie nehmen von vegetationslosen Standorten bis 
zum Wald hin zu. Drei von den vier besonders herausgegriffenen Gruppen, 
Fusarium, sterile Mycelien und Restimperfecte, haben ihre Hauptver- 
breitung im Acker [vgl. Krenu-Nrerrer (S. 399), die annimmt, Kultur- 
pflanzen seien Fusarium gegeniiber besonders anfallig; auch JANKE u. 
Houzer (8.74, 5.) fanden diese Gattung besonders im Kulturboden]; die 
vierte, Verticillium, war an Standorten mit Strauchflora am haufigsten. 

DaB in der Gesamtverbreitung der Fungi imperfecti in Oberbayern aber 
doch die Walder an der Spitze stehen, riihrt von der groBen Haufigkeit 
steriler Mycelien in diesem Biotop her. JANKE u. Houzer fanden die Fungi 
imperfecti weniger im Wald (3800), dafiir haufiger in Weingarten (20000). 


b) Der EinfluB der Bodenreaktion. 


Es ist seit langem bekannt, daB die Pilze noch bei héheren Sauregraden zu wach- 
sen vermégen als die Bakterien. Dementsprechend fand Drewes (1928, S. 115) im 
sauren Moorboden viel mehr Pilze als Bakterien, ebenso NIETHAMMER (1942/43, S. 62), 
wahrend sonst im Boden ein umgekehrtes Verhiltnis herrscht. Eine Ubersicht tiber 
die Bereiche, in denen verschiedene Arten noch wachsen kénnen, gibt WakSMAN 
(1932, S. 245, Tab. 21 nach JoHNson 1923). Das Optimum findet Pistor (1932, 
S. 409) bei einem py-Wert von 6,0—8,0. WaKsMAN (1932, S. 39) bezeichnet das Be- 
reich zwischen py 4,5 und 5,5 als das beste fiir die Pilze; bei noch starkerer Sauerung 
nehmen, wie DREWES zeigte, die Pilzzahlen rasch ab (px 5,2: 210000; px 2,8: 
34000; Tab. 3 und 4, S. 116). 

DaB die Schimmelpilze nicht nur in sauren Béden vorkommen, zeigten die Ar- 
beiten von WaksmavN, der Mucorales in (meist alkalischen) Kulturbéden, Penicillium 
und Trichoderma im (sauren) Wald und in unkultivierten Boden fand. Krrxt- 
NIEFFER findet Zygorhynchus, Absidia, Trichoderma, Cephalosporium und Verti- 
cilliwm in sauren Béden, in neutralen Cunninghamella und Monilia; indifferent sollen 
Mucor, Penicillium und Fusarium sein (8.398; vgl. auch Zycowa, S. 12). 

Uber die Gattung Trichoderma gehen die Meinungen auseinander; WAKSMAN 
(1917) hat sie in feucht-sauren Torfbéden gefunden; JANKE u. Houzemr (S. 74, 5.) 
bezweifeln diese Angaben und sehen alle Fungi imperfecti als im Torfboden iiber- 
haupt fehlend an; als Ursache nennen sie eine zu hohe H-Ionenkonzentration 
(px 5,3). Sie fanden die Gattung jedoch im Wald (px 6,0) und im Sumpf (px 6,6). 
NIETHAMMER (1942/43, S. 62) findet wie WAKSMAN auch in Moorbéden wiederum 
Trichoderma, wihrend sie KREHL-NIEFFER (S. 399) weniger im Wald als auf Ackern 
gefunden haben will. Aus unseren oberbayrischen Isolierungen kénnen wir zu dieser 
Frage nichts beitragen, da diese Gattung unter den Restimperfecten eingereiht 
wurde, doch fanden wir in Tunesien 7'richoderma mehr in alkalischen Béden. 


Die py-Werte unserer 100 oberbayrischen Bodenproben bewegen sich 
zwischen py 4,0 und px 8,4. Dabei weisen 4% einen py-Wert zwischen 
4und 5 auf, 10% liegen zwischen py 5 und px 6, 15% zwischen py 6 
und px 7, 52% zwischen py 7 und px8 und 15% zwischen py 8 und px 8,4. 
Nur 4 Proben zeigten neutrale Reaktion. 

Unsere Pilzfunde in den verschiedenen py-Bereichen sind in der Tab. 2 


angegeben ; in den Biotopen I, II und V wurden keine neutralen Proben 
gefunden. 
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Tabelle 2. 
ee Ea et it a lal ala 
| Biotope I—VI | 
Pilz le Gesamt 


sauer neutral alkal. 100 

AMM OOVOLES eee at ee ee MELB 3 25 | 43 
EPCOT Mere Rseetsi's, jo <0 ales 9 3 11 23 
Ch) el eS PINOSUS) caecbs shinee hay ie 1 | 1 2 
Dee ST CMAnniGnws, -. 6. 4s il 1 

GC) LU EEE cia eae 5 1 4 10 

d) M.genevensis ....... 1 1 

e) M.hiemalis. . . 2 . i 6 9 

f) M. griseo-lilacinus . 1 1 

(i) TY ESR TANGER ee Se ae 1 1 

h) M.sp.sp.. . 1 1 2 4 

2. Parasitella simplex . 2 2 
DeAUGOTRYNCHUS, ofoa. 52h. 5 1 3 9 
a) Z. exponens . 2 2 

b) Z. vuillemina Sere 2 1 1 
VEE NLOCIEV EM ene a ee et + 1 i 6 

cl) Zz spon. ; | 1 1 

4. Circinella tenella 1 1 
5. Actinomucor repens . | 1 1 2 
GerelteOPUS@ ati 3 0. se on es 1 | 2 us 10 
a) Rh. arrhizus . 1 5 6 

b) Rh. nigricans 1 1 2 4 

7. Absidia . RE a PS lua i 8 15 
DAG GIG CH my a Sin ha 3 dhe <= ,| 3 | 1 3 7 

b) A. orchidis : 1 1 

ce) A. lichtheima ie haar 1 1 

Cl) eA S270 0S0, ers  ciaisiseit ecb: 1 1 2 
e\eAncylndrospora 9) 3. | 2 3 5 

f) A. sp. | il 1 

8. Cunninghamella ....... 5 | 1 1 7 
a) C. elegans peimer ort 5 1 | 6 

DD) RGAIS Dias cree eee. SRE | 1 1 

B. Aspergillaceae . ines’ 4 62 | 95 
1. Penicillium 27 4 59 eco 
2. Aspergillus. 9 2 28 39 
a) Asp. sp. sp. . 6 23 29 

b) Asp. niger. . 3 2 5 10 

C. Fungi imperfecti . 22 4 | 46 72 
1. Verticillium 8 2 13 23 
2. Fusarium .. . 5 3 18 26 
3. sterile Mycelien . 7 3 18 28 
4. Restimperfecte 17 2 38 7 
D. Sordaria 1 2 3 
E. sonstige Pilze 2 1 5 8 


eae. 
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Zur Verteilung aller Pilze mu bemerkt werden, daf sich die sauren 
Proben zu den alkalischen verhalten wie 29: 67 oder wie 1: 2,31. Eine 
kleinere Verhaltniszahl bei den Funden einer Gattung usw. bedeutet also — 
Bevorzugung des sauren, eine gréfere Bevorzugung des alkalischen Be- | 
reiches. Fiir die wichtigsten Gattungen ist in der Tab. 3 dieses Ver-— 
haltnis errechnet. 

Saure Reaktion scheinen, wenn unsere Befunde das typische Verhilt- 
nis widerspiegeln, zu lieben von den Mucoraceen Zygorhynchus, Mucor 
und Absidia, wahrend Cunning- 


weet hamella und besonders Rhizo- 

BAe pus alkalischeStandorte bevor- 
: zugen. : 

. rope) Sih Die Penicillium-Arten sind 
SMA cpLadte Wee : 1,22 in sauren und in alkalischen 
3. Zygorhynchus . . : 0,6 Béden etwa gleich haufig ge- 

6. Rhizopus . . 7 funden worden, was ihre weite 

7. Absidia. 1,33 


Verbreitung mit erklaren kann. 
Aspergillus sp. sp. (1: 3,83) 
é 2.18 scheinen das alkalische, Asper- 
-3.11 gillus niger (1: 1,67) mehr das 
: 2,09 saure Bereich (vgl. auch den 
: 1,62 tunesischen Teil, Tab. 9) zu 
: 3,6 bevorzugen. Die Erfahrung 
zeigt, wie sehr problematisch 
der Wert der Zusammen- 
fassung der Angehorigen einer Gattung ist, von gr6Beren taxonomischen 
Kinheiten zu schweigen. 

Die Fungi imperfecti im ganzen sind mehr im alkalischen Bereich ge- 
funden, besonders Fusarium, Verticillium dagegen im sauren. 


8. Cunninghamella . 


to 


. Aspergillaceae . . 
1, Pemeiliuim. . . 
2. Aspergillus . . . 


Q 


. Fungi imperfecti . 
1. Verticillium 
20fusarvwn. . 2. 
3. sterile Mycelien . 
4. Restimperfecte 


ee ee ee) 
oe ee . . - .- 
bo 
— 
bo 


DaB alle unsere Befunde wirklich reprisentativ seien, ist nicht anzunehmen; es 
wird viel Zufalliges unter den Proben sein. Am zuverlissigsten sind wohl die, in 
denen eine gréBere Artenzahl aufgetreten ist, und Standorte, die sich als arm er- 
wiesen haben, sollten, am besten zu anderer Jahreszeit, zuerst wieder untersucht 
werden. 


Il. Die Eichstitter Bodenproben. 


Ende Mai 1952 wurden 12 Bodenproben aus dem Steppenheidegebiet des Alt- 
miihltales bei Hichstitt/Mfr. gesammelt; die sehr trockenen und im Sommer heiBen 
Béden (‘Temperaturen bis 65°) lieBen eine anders zusammengesetzte Pilzflora er- 
warten als feuchte und kiihlere Boden Oberbayerns. 

In der Tab. 4 sind einige Pilzfunde in den Eichstatter Proben verglichen mit ent- 
sprechenden aus oberbayrischen Béden; die Zahlen bedeuten Proben. Nicht zu ver- 
gessen ist, daB die gefundenen Zahlen der wenigen (12) Eichstatter Proben weniger 
Gewicht haben als die der 100 oberbayrischen. 

Die Mucoraceen waren betrichtlich haufiger als in oberbayrischen Béden; be- 
sonders zahlreich sind die Absidien. Bemerkenswert ist demgegentiber der Abfall 
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von Penicillium. Von den zwei I mperfecten-Gattungen tritt Fusarium, in nur einer 
Probe gefunden, stark in den Hintergrund; Verticilliwm wurde als meist aufgetretene 
Gattung in 10 der 12 Proben beobachtet. 


Tabelle 4. 
ee 
Eichstatt Oberbayern | Vielf. lesa 
von 12 | von 100 | keit gegentiber 
, | | Oberbayern 
Mucor : 7 23 2,53 
Absidia 6 15 ahas 

A. glauca . 3 7 3,58 

A.orchidis . 1 1 (8,33) 

A. cylindrospora. | 5 5 8,33 
Rhizopus . : | 5 10 2,50 
Penicillium | 9 90 0,83 
Aspergillus sp. sp. . 1 29 | 0,29 

Asp. niger | 2 10 1,66 
Fungi imperfecti. Sea 11 | 72 | h27 

Meghna te wr, 3. «wal 10 | 23 3,62 


Die Zahl der Mycelindividuen war bei der Art der Aussaat, nimlich als Erd- 
kriimelchen, nicht zu ermitteln. Die gréBte Zahl der aus 0,1 cm? Erde erwachsenen 
unterscheidbaren Mycelien war 60, auf 1 cm® berechnet 600. Die Zahl ist erstaunlich 
niedrig gegentiber den mit der Verdiinnungsmethode erhaltenen Zahlen. 


If. Die nordafrikanischen Bodenproben. 


FEeHER u. BESENYEI (1933) untersuchten Erdproben vom Eismeer bis zur Sahara, 
konnten jedoch keine geographischen Grenzen fiir einzelne Schimmelpilzarten des 
Erdbodens finden. Ratixo (1929) bearbeitete russische Béden aus verschiedenen 
geographischen Breiten auf ihren Schimmelpilzgehalt; von Murmansk (67° 44’, jen- 
seits des Polarkreises) kam er iiber Leningrad (60°) in das Gouvernement Woro- 
nesch (51°) und fand in den nérdlichen Breiten Mucorales und Penicillien, in den 
siidlichen Aspergillus (Tab. 1, S. 519). v. Szmuvinyt (1936) fand fiir seine aus tro- 
pischen Heidebéden isolierten 15 Schimmelarten héhere Temperatur-Kardinal- 
punkte; die Pilzinhalte: tropischer Heiden weisen keine Ahnlichkeit mit denen 
europaischer auf. In einer Arbeit von 1940/41 (S. 134) stellte er altere Literatur- 
angaben iiber die Bodenpilzverbreitung in Abhangigkeit von klimatischen Faktoren 
zusammen; im gemaBigten (nérdlichen) Klima wurden vorwiegend Penicillien ge- 
funden, im heifen (siidlichen) stets Aspergillus-Arten. 

Es 148t sich demnach feststellen, daB die Verbreitung der Erdschimmel mit den 
klimatischen Verhaltnissen etwas variiert; darauf wird weiter unten noch einzugehen 
sein. Harper freilich (1954) hat sogar in arktischen Gebieten von niederen Phyco- 
myceten dieselben Formen gefunden wie in unseren Breiten. 


Im April 1952 bot eine mehrwéchige Studienreise nach Tunesien, 
unter der Leitung von Prof. Dr. F. Gessner, Gelegenheit, dort Erd- 


proben einzusammeln. 

AuBer von SazerT (1935) und von Kiti1N u. Fenér (1939) sind extreme Trok- 
kengebiete Nordafrikas auf Bodenpilze noch nicht untersucht. SaBEr fand in 12 
ausschlieBlich alkalischen Bodenproben Agyptens 73 Arten aus 35 Gattungen. In 
den oberen 15 cm besteht eine Beziehung zur Wasserfiihrung des Bodens, was 
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erklart, da lehmige Béden artenreicher sind als sandige; qualitativ ist kein groBer 
Unterschied gegeniiber europiischen und amerikanischen Béden gefunden worden, 
quantitativ waren die agyptischen Boden armer. Vorweggenommen sei, daB sich 
unsere Befunde an 305 Bodenproben Tunesiens vollig mit denen Sapets decken. 
KILLIAN u. Fenér unternahmen 1936 eine Reise durch die Sahara zum Tschadsee 
und fanden an Ort und Stelle in extremsten Wiistenbéden noch organisches Leben; 
u. a. 28 Pilzarten, von 
denen Aspergillus, Penicil- 
lium und Trichoderma am 
haufigsten waren. Erst bei 
einer zweiten Reise 1937 
fand die ungeldést geblie- 
bene Frage nach der Her- 
kunft des fiir Pilze lebens- 
notwendigen Wassers in 
der Taubildung durch 
groBe Temperaturgegen- 
sitze eine befriedigende 
Lésung. Daraus schlieBen 
sie auf groBe Unempfind- 
lichkeit der Organismen 
gegeniiber starken osmo- 
tischen Schwankungen, 
kénnen aber zu _ dieser 
Frage nichts | beitragen. 


2 tnt er : Wegen der Antwort dar- 
ee 2 . 
M4 Cafu ® co auf verweisen wir auf den 
/ Cog, physiologischen Teil unse- 
vase ee rer Arbeit. 


Cherb 


1. Einteilung des 
Gebietes (vgl. Abb. 3). 


Tunes/en 
0 700 km A. Kiistenlandschaft 
Nord. Tunis und Umge- 
Sammelgebiete A-G \ bung (62 Proben). 1. Stadt- 
Lsohyeten 100 —1500mm } gebiet von Tunis (6). 2. Lac 


Sedjoumi (11). 3. Garten- 
Abb. 3. Sammelgebiete und Niederschlagsverhialtnisse in Tunesien. anlage in Bardo (5). 4. Pu- 
; nischer Kinderfriedhof (3). 
5. Ruinenfeld von Karthago (6). 6. Strand von Bir el Bey (15). 7. Vorberge des 
Djebel Bu Kournine (16). 
B. Kiistenlandschaft Ost. Sousse, Mahdia, El Djem. (25). 1. Lagune siidlich 
von Sousse (2). 2. Strand von Mahdia (16). 3. El Djem (7) 
C. Kistenlandschaft Ost. Sfax (6). 


D. Kiistenlandschaft Siid. Gabés (36). 1. Oaseneingang (5). 2. O 16 
3. Wiistenproben und Wadiprofil (15). gang (5). 2. Oase (16). 


K. Binnenlandschaft Sid. El Guettar, Gafsa. (34). 1. i 
(10). 2. Halbwiiste vor Gafsa (4). 3. Gafsa (20): a) a a peanaiad a ree 
F, Binnenlandschaft West. Feriana, Sbeitla. (68). 1, Probe 153 (1). 2. Fe- 
riana (13). 3. SiiBwassersee nérdlich von Feriana (21): a) Weg zum See (12); 
b) Strand des Sees (9). 4. Sbeitla (21). 5. Weideland nordéstlich von Sbeitla (12). 
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G. Binnenlandschaft Nord. Kairouan und Umgebung. (74). 1. GroBe 
Moschee von Kairouan (1). 2. Umgebung von Kairouan (27). 3. Salzsenke nérdlich 
von Kairouan (16). 4. Acker nérdlich von Kairouan (11). 5. Diinenfeld nérdlich von 
Kairouan (9). 6. Alttertiarfelsen nérdlich von Kairouan (10): a) Weg zu den Felsen 
(2); b) Felsen (8). 

Die Anordnung entspricht dem Reiseweg, und nach Platztausch der beiden 
letzten Gebiete (G vor F) auch den klimatischen Verhaltnissen, so, daf oben feucht- 
kihle, unten heiB-trockene Gebiete stehen (vgl. auch Tab. 10). 


2. Die klimatischen Verhdltnisse in Tunesien. 


An der auBersten NW-Ecke des Landes gibt es noch mehr als 1500 mm Nieder- 
schlage'; Tunis erhalt nur mehr 400—500 mm jahrlich. Siidlich des Schott el 
Djerid fallen weniger als 100 mm, das Klima wird damit vollarid. Da es zudem nur 
im Winter regnet, reichen besonders im Siiden die Niederschlage nicht aus, das 
ganze Jahr iiber eine geschlossene Pflanzendecke zu erhalten; dadurch trocknen die 
Béden bis in groBe Tiefen aus, und nur mehr xeromorphe Gewachse iiberstehen die 
Trockenzeit. 

Das Klima ist im Norden fast humid; in Meeresnahe wurden von uns im April 
um Mittag relative Luftfeuchtigkeiten zwischen 70 und 90%, Lufttemperaturen 
von 20° und 2—3° héhere Bodentemperaturen gemessen. Entlang der Ostkiiste nach 
Stiden wird es trockener und warmer; die rel. Luftfeuchtigkeit betrug 60—80%, 
die Bodentemperaturen stiegen bis 30° an. Im siidlichen Landesinneren ist die Luft 
bei hohen Temperaturen sehr trocken. In der Oase von Gafsa wurden gemessen: 
rel. Feuchtigkeit 28°94 (10 Uhr), Lufttemperatur 24°, Bodentemperatur 39°. Im 
westlichen Teil Tunesiens wird das Klima arid. Die Messungen ergaben eine rel. 
Feuchtigkeit von 18% (17 Uhr), eine. Lufttemperatur von 28° und eine Boden- 
temperatur von 36°. Um Kairouan ist das Klima immer noch extrem trocken. 
Rel. Feuchtigkeiten um 30%, Lufttemperaturen um 30° und eine Bodentemperatur 
von 40° (héchster Wert) wurden beobachtet. 


In der Tab. 5 sind die in den tunesischen Erdproben gefundenen 
Schimmelarten aufgefiihrt; die Zahlen bedeuten, in wieviel Proben von 
305 der Pilz gefunden wurde; ein + bei den Mucorales gibt an, daB 
diese Art auch in Bayern vorkommt. 

Die gréBten Artenzahlen waren: 11 Arten in einer Probe (Protokoll 
Nr. 162, F 2), je 10 Arten in zwei Proben (Nr. 87, D1 und Nr. 229, G2), 
je 9 Arten in drei Proben (Nr. 300, A2; Nr. 134, E3a, und Nr. 305, G1). 
5 dieser 6 Proben stammen aus Siedlungen oder von viel begangenen 
Wegen dorthin. Nur eine Art, aus den Gattungen Penocilliwm, Asper- 
gillus oder Rhizopus, fanden wir in 6, 2 Arten in 32 Proben der verschie- 
densten Herkunft. 


Die Zahl der Mycelindividuen war auch hier, wie bei den Hichstatter Proben, 
wegen der Art der Aussaat nicht zu ermitteln. Die groBte Zahl der aus 0,1 em? Erde 


1 Die Werte sind der ,,Encyclopédie Coloniale et Maritime. Tunisie“, bearbeitet 
von Evcine GuERNtER, 8. Tausend, 503 Seiten, Paris 1948, entnommen (S. 90, 


Abb. 8. 92). ; 
2 Als sommerliche Héchsttemperaturen werden 53° angegeben (Gafsa); der tag- 


liche Temperatur-Unterschied kann 18° betragen, im Winter 12° (GueRNIER, Tu- 
nisie, 8. 89/90). 
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Tabelle 5. 
Phycomycetes | D. Fungi im perfects 
3 Mucor spinosus + | ve Sphaeropsidales 
8 M. racemosus / 1 Diplodina : 
8 M. circinelloides 1 Fungus n. n. mit Pykniden 
1 M. lausannensis 1 Sphaeropsidale m. Pykniden 
3 M. parvisporus +- 2. Hyphomycetes 
41 M. fragilis + | a. Mucedinaceae 
1 M. subtilissimus + 2 Gemmophora 
1 M. varians 4 Oospora 
5 M. hiemalis +- 19 Cylindrium 
1 M.sp. 4 Oidium 
1 Circinella spinosa | 2 Haplotrichum 
4 CO. mucoroides | 46 Trichoderma 
6 Actinomucor repens +- | 20 Sporotrichum 
12 A. sp. sp. | : a en 
15 Rhizopus microsporus - Culindro, Car 
13 Rh. circinans 1 Botrytis 
46 Rh. arrhizus + . 3 Monosporium 
Ao BARN Ce | 3 Pachybasium 
58 Bh. nigricans + 3 Verticillium glaucum 
2 Rh. sp. sp. = 
54 V.sp. sp. 
2 Absidia parasitica n. sp. 1 Acrocylindrium 
4 A. cylindrospora + 1 Diplocladium 
1 A. ramosa 1 Halodidymae-Mycel 
10 A. sp. sp. 2 Blastotrichum 
1 Helicostylum repens 2 Monacrosporium 
5 Cunninghamella elegans + | 1 Stephanoma 
1 OC. blakesleeana. 29 Mucedinaceen-Mycelien 
2 C. sp. sp. b. Dematiaceae 
B. Ascomycetes 9 Torula 
11 Aspergillus nidulans 8 Zygodesmus 
185 A. niger 1 Monotospora 
161 A. sp. sp. 1 Cordana 
ae 8 Clasterosporium 
181 Penicillium b Bick ee 
ysporium 
18 Chaetomium 34 Helminthosporiwm 
1 Sordaria brefeldii 10 Acrothecium 
29 S.sp sp. 1 Stemphyliwm 
6 Fungus n.n. mit Perith. 2 Macrosporium 
fe 96 Alternaria 
C. heal ahd a 1 Dematiaceen-Mycel 
"Re idetan aa c. Stilbaceae 
1 Tilachlidium 
1 Graphium 
1 Stilbaceen-Mycel 
: d. Tuberculariaceae 
2 Pactilia 
76 Fusarium 
e. 61 sterile Mycelien 
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erwachsenen unterscheidbaren Mycelien war 192; es folgen 2 Proben mit 120 und 
mit 104 Individuen; bis 10 fanden wir in 46% der 305 Proben, bis 20 in 29,5%, bis 
30 in 7,9%, bis 40 in 2,6%, bis 50 in 2%, bis 60 in 7,2%, bis 70 in 2,9% und bis 80 
Sat AAS 


Uber Absidia parasitica nov. spec., einen mondzischen Parasiten auf 
Mucoraceen, soll in Kiirze eine Mitteilung erscheinen. 


3. Die Verteilung der Schimmelpilze in den tunesischen Béden. 


Die schon von den eingangs erwahnten Autoren festgestellten Unter- 
schiede im Pilzgehalt humider und arider Béden, besonders fiir Penicilli- 
um und fiir Aspergillus, zeigt auch die folgende Gegeniiberstellung der 
Pilzinhalte oberbayrischer und tunesischer Béden (Tab. 6); die Unter- 
schiede sind hier recht betrachtlich. 


Tabelle 6. 
Oberbayern | Tunesien 
MECC ONGIES, Vyssh niet agi meter | 431 | 64 
Penicillium ....... | 90 ) 60 
AS POV GUUS. 2) Wo i oe: | 39 | 78 
Fungi imperfecti.... . 70 | 73 


1 Angaben in Prozent der Proben. 


Auffallend erscheint die starke Zunahme der Mucorales, von denen 
mehrere Autoren angeben, sie seien in humiden Gebieten haufiger als in 
ariden. Der Anstieg wird aber hauptsachlich von der Gattung Rhizopus 
verursacht, die in 158 Proben von insgesamt 195 Mucorales enthaltenden 
auftrat (Tab. 7). Nach Abzug der 158 Proben, die Rhizopus allein be- 
treffen, verbleiben nur mehr 88 fiir die iibrigen Mucorales, das sind 29% 
aller 305 Proben, womit die Haufigkeit dieser Gruppe in Tunesien unter 
die der Mucorales-Funde in Oberbayern sinkt (hier mit Rhizopus 43%, 
ohne Rhizopus noch 36%). 


Tabelle 7. Haufigkeit der Mucorales. 
ee a a la a aS EE 2 i le ee ba TL 


Proben Prozent von 195 

a TE nT a a eee 
METTLE OS EP ae 158 81 
ICOM Sk ew es ee 60 31 
BCHNOMUCOT fh LO SR 18: 9 
RTOS eetioe titel: & ibis Sactras 14 7 
UNMINGHUMEUG jo + = <2) sw os tes 9 s 
SACU CLIC mM tte ick uae k®, wo Dis, Sevicnmter o> 4 2 
Helicostylum ...- +++ + +++: 1 a Ah irae ee 
Lots ap ela seamen ll aa nal lel geal 195 64% aller 305 

rte Proben 
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Altere Autoren bezeichnen Rhizopus im Boden als sparlich, und GARJEAUNE 
(1911) meint sogar, er komme nur mit Pflanzenteilen, besonders Friichten, die er 
befallt, in die Boden, bewohne aber den Boden als solchen nicht. Dagegen findet 
Kusrena (8. 537, Abb. 24 und Abb. 25, 8. 538) verkriimmte Sporangientrager mit 
reifen Sporangien von Rhizopus nodosus (= Rh. arrhizus — Zycwa, S. 112) in 
Bodenhohlraumen anmoorigen Schwemmlandes, weist die Art also direkt als boden- 


standig nach. 

Wir fanden Rhizopus auBer auf Exkrementen usw. auch in Boden ver- 
schiedenster Herkunft, aber ein grofer Teil der organischen Stoffe in 
unseren afrikanischen Bodenproben wird ja wohl von Exkrementen her- 
riihren, vor allem in der Nahe der Siedlungen. 


Eine Bodenprobe, die Nr. 106 aus der Oase von Gabés, enthielt 698 y organisch 
gebundenen Stickstoff je g Erde, die Probe 95 von der oberhalb der Oase gelegenen 
Wiiste nur 266 y (bestimmt nach KsELDAuHL); der Kulturboden enthielt also 2,6mal 
mehr Stickstoff als der Wiistenboden!. 


a) Der EinfluB der Bodenreaktion auf die Verteilung. 


Eine Bevorzugung des alkalischen Bereiches durch Rhizopus war schon 
in den oberbayrischen Proben (vgl. Tab. 2) angedeutet; weil in Tunesien 
im Verhaltnis zu den sauren Proben 5mal mehr alkalische gefunden wur- 
den als in Oberbayern, sind die Rhizopus-Arten und damit die Mucorales 
in Tunesien so haufig (Tab. 8). 


Tabelle 8. 
| ne Proben : Mucorales Rhizopus 
| sauer alkal. | Verh. s:a gee, in. Fe in'® 
| | | 
Oberbayen ...... 29" | 67e LS 2S1eNe 48 9 (21) 
umesiens (f-taey cits). Pate 24 / 281 | L218,F oni ned | 52 (81) 


In Klammern: bezogen auf Mucorales insgesamt. 


Die px-Werte unserer 305 tunesischen Bodenproben bewegen sich 
zwischen py 5,4 und px 8,7. Dabei weisen 3,6°% einen py-Wert zwischen 
5,4 und 6 auf, 4,4°% liegen zwischen px 6 und py 7, 64° zwischen pu 7 
und px 8 und 28% zwischen py 8 und px 8,7. 

Wie die starke Zunahme von Rhizopus hat die der basophilen Asper- 
gillen, sowie die Abnahme der acidophilen Penicillien dieselbe Ursache im 
stark ins Alkalische verschobenen Verhiiltnis der Bodenproben. Aus der 
Tab. 9 ist jedoch ersichtlich, daB Rhizopus und Aspergillus (mit Aus- 
nahme von Asp. nidulans) in den sauren Proben etwas hiufiger gefunden 
wurden als in den alkalischen, weil alle 24 sauren Proben. im feuchten und 
ktthlen Norden des Landes beisammen sind und vor allem Rhizopus als 
mesophile Gattung (WALTER 1931, S. 14) in solchen Gebieten doch hau- 
figer vorkommt als in trockeneren. Der EinfluB der Bodenreaktion auf 


* Die Bestimmung wurde von Herrn H. FRANkK, dem ich dafiir danke, am hiesigen 
Institut durchgefiihrt. 
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die Verteilung ist deshalb, besonders bei Rhizopus und bei Aspergillus, 
hier nicht so gut erkennbar wie in Oberbayern, wo saure wnd alkalische 
Proben an feucht-kihlen Standorten zu finden waren. 


Tabelle 9. Verteilung auf die py-Bereiche. 


24 Pr. 281 Pr. 305 Pr. Verh. s:a 

| sauer | alkal. Gesamt | iealalye 

DEC OLO CCIE mam LP ke OE | 17 | 178 | 195 | PSL Os 
LOMAS As MS TS i eo TGR) ea Me LS iy 118.9 
Coreen Dewees iit 4 Ape) 5G: PT OE 1:14 
Achinomucor—<«....... 1 17 18 es Tey 
SUE oe ae ct | — | 14 14 _— 

er ee es” A oy Lr 69%! tg] 1: 7,6 
Mvergilues 2 Sao ye bee TO Wal O17* Dlawe23b0e bos Lilt 4 
Reopens fist Aer 4 Pye tt iS) Bethea O75 only PAS6 tes Whe Le 8.3 
ee ee ee ug ot ghey 1208.7 
Asp. nidulans. ....... SOO BUT oat a 
ming: imperfecit.. . .-. ... | 20 203. yy Ne ALK) 


b) Der Einflu8 des Klimas auf die Verteilung. 

Wie schon eingangs erwahnt, kommt die geographische Verbreitung der Erd- 
schimmel wohl unter dem Einflu8 der verschiedenen Klimate zustande. NrierHaM- 
MER (1942/43, S. 72) findet zwischen Temperaturen von 20—23° anders und reicher 
zusammengesetzte Pilzgemeinschaften im Boden als zwischen 32—34°; fiir Asper- 
gillus sollen héhere Temperaturen erforderlich sein (S. 62). Aspergillus niger z. B. 
ist nach Rrppex (1940) auf Siidhangen des gleichen Berges haufiger als auf Nord- 
hangen!; 1950 stellten Perers u. RrepeL-Baupxs fiir diese Art in siiddeutschen 
Trockenrasenbéden starkere Fruktifikation fest als im Norden, wo das Mycel 
stirker ausgebildet ist. Dazu weisen wir auf die Kichstatter Proben hin, die ebenfalls 
Trockenrasenbéden entnommen sind und eine anders zusammengesetzte Pilzflora 
beinhalten als Proben aus feuchten Gebieten. 

Fiir unsere in Tunesien gesammelten Proben gilt, daB der starkere Kin- 
fluB, als inn Bodenreaktion, héhere Flora und sogar Ernahrung ausiiben, 
von der Trockenheit ausgeht. 

Tab. 10 zeigt die Verteilung auf die Sammelgebiete in Prozent aller 
305 Proben; das Sammelgebiet G ist den klimatischen Verhaltnissen ent- 
sprechend vor das Gebiet F gestellt. Es sind nur die wichtigsten Gattun- 


gen angegeben. 

Unter Einbeziehung von Erfahrungen, die in der Tabelle nicht zum 
Ausdruck kommen, laBt sich etwa sagen: 

Die Mucorales meiden trockene Standorte des Landesinneren, sind 
aber in Ortschaften (Koprophilie!) selbst trockener Gegenden haufig, 
sowie entlang der Ostkiiste, bis auf Proben, die direkt am Meer entnom- 
men sind. Humide Inseln in ariden Gebieten sind reich an Mucorales. 


1 Die in Siiddeutschland starkere Verbreitung gegentiber Norddeutschland ist 
dagegen nicht auf die (rezente) Temperatur zuriickzufiihren, sondern mufi anders 
erklart werden (postglaciale Einwanderung’?). 


2 
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Penicillium ist im allgemeinen an feuchte, saure Standorte gebunden 
und fallt in alkalischen, dauernd trockenen Béden ab. 

Die Aspergillus-Arten zeigen wenig Unterschied in ihrem sehr weit 
verbreiteten Vorkommen zwischen dem Norden und dem SW des Landes. 
Aspergillus niger liebt alkalische, feuchtheiBe Standorte (Oasen); er ist’ 
von allen gefundenen Pilzen die hiufigste Art und kommt in 61% der 
tunesischen Proben vor (Tab. 5). Aspergillus nidulans gedeiht gut auf 
trockenen, salzhaltigen Béden. Die Gattung ist in Tunesien weitaus 
hiéufiger als in Oberbayern. 


Tabelle 10. 

ahh op | SR a ee es G F 
Mucorales gesamt .... | 30 | 56 | — | 8 | 24 | 26 | 38 
Rope. fe ee ee 66 | 44 | 50 '| 25 | 41 | 66 | 66 
CTACULU UI macs 2 ns eons | GO 160) 67>)» 88s pear aes | 59 
Aspergillus sp... .... | 55 | 40 | 33 “1 6F ey? 58 54 43 
Aspergillus niger... .. 61 | 56 67-4 ST Raa ee 40 
ATOR Ian ast oa | AS 4) SS ae le SS eoee 46 
Helminthosporium .... | 2 | — | — | 3 | 12 | 12 | 26 
Restimperfecte .. . . . . Th 172: || BONA GL BS aa aete alee 


Die Fungi imperfecti tragen zu allen 6kologischen Gruppen bei: Cylin- 
drium und Verticilliwum sind hygrophil, T'richoderma meidet bereits 
extrem trockene Standorte, sterile Mucedinaceen-Mycelien und Sporo- 
trichum haben im heiBen, trockenen Landesinneren ihre Hauptverbrei- 
tung. 14 der 20 gefundenen Mucedinaceen-Gattungen bevorzugen trok- 
kene Standorte. Alternaria, Helminthosporium und andere Dematiaceen 
wurden fast ausschlieBlich in kiistenfernen Gegenden festgestellt; Fusa- 
rium schlieBlich ist tiberall verbreitet. 

Zusammenfassend kann iiber die Verteilung gesagt werden, dal 
die Mucorales und die Gattung Penicilliwm mehr an feuchte und saure 
Béden des Nordens gebunden sind, wiihrend die gréBere Zahl der gefun- 
denen Pilze, die Aspergillen und die Fungi imperfecti, mehr im trockenen, 
heiBen Landesinneren vorkommen. : 


IV. Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse. 


417 Bodenproben, davon 100 oberbayrische, 12 von Eichstiitt (Mittel- 
franken) und 305 tunesische, wurden auf Schimmelpilze untersucht. 

In den oberbayrischen wurden je cm? Erde durchschnittlich 100000 
Pilzkeime ermittelt; die gréBte Artenzahl in einer Probe war 11. In 90% 
der Proben fanden sich Penicillien, in 72°, Fungi imperfecti, in 43%, 
Mucorales mit 25 Arten, vorwiegend Mucoraceen, in 39% Aspergillen. 
29° der Proben wiesen saure, 67°, alkalische Reaktion auf. Saures Sub- 
strat lieben: Zygorhynchus, Mucor und Absidia, indifferent verhalten 
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sich im allgemeinen die Aspergillaceen, alkalisches Milieu bevorzugen 
Cunninghamella und besonders Rhizopus, sowie die Fungi imperfecti. 


In den Eichstiitter Trockenrasenbéden sind Absidien besonders haufig, 
die Aspergillaceen fallen stark ab; die groBte Artenzahl betrug 5. 


In allen 305 tunesischen Proben, auch in sehr salzreichen Boden, wur- 
den Schimmelpilze festgestellt, darunter 28 Mucorales-Arten und zahl- 
reiche Arten aus 42 Imperfecten-Gattungen. Die haufigste Art war Asper- 
gillus niger in 61%, der Proben. Die gréBte Artenzahl in einer Probe war 
wieder 11. Die Penicillien sind weniger haufig als im Oberbayern, doppelt 
so haufig sind die Aspergillen; Rhizopus ist besonders weit verbreitet. Nur 
24 Proben waren sauer, 281 alkalisch. Dem entspricht die Abnahme 
acidophiler und die Zunahme basophiler Pilze gegeniiber Oberbayern. 
Mucorales und Penicillien sind mehr in feucht-sauren Béden des Nordens, 
Aspergillen und Fungi imperfecti mehr in heiB-trockenen des siidlichen 
Landesinneren gefunden worden. 


Herrn Prof. Dr. O. RENNER bin ich fiir die Anregung zu der vorstehenden Arbeit 
und fiir ihre stete Férderung zu gréBtem Dank verpflichtet. 
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2. Teil. Zur Physiologie (mit besonderer Beriicksichtigung 
des Vorkommens von Gasvakuolen in Conidien). 


Von 
JOSEF MUSKAT. 


Mit 10 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 7. Dezember 1954.) 


Im ersten Teil dieser Arbeit ist das Vorkommen und die Verbreitung 
bodenbewohnender Schimmelpilze in bayrischen und tunesischen Boden 
dargestelit worden. In diesem zweiten Teil werden einige physiologische 
Beobachtungen mitgeteilt, die dem Verstiindnis der Okologie dienen 
sollen. 


Die physiologischen Untersuchungen gingen von der Beobachtung aus, 
da auch sehr trockene und salzreiche Wiistenbéden Tunesiens noch 
Schimmelpilze beherbergen. Wir suchten zu ermitteln, ob (I) solche 
Wiistenbewohner in ihrer Keimung an die Hydratur der Umgebung an- 
dere Anspriiche stellen als oberbayrische Pilze, und ob (II) die Bodensalze 
auf Keimung und Wachstum von Bewohnern der beiden Gebiete ver- 
schiedenen Einflu8 austiben. In den Conidien einiger Pilze beobachteten 
wir Gasblasen, wie sie bis jetzt nicht beschrieben sind; die Erscheinung 
wird im III. Abschnitt eingehend behandelt. 


I. Keimung und Wachstum bei verschiedener Luftfeuchtigkeit. 


Uber das Verhalten von Schimmelpilzen in verschiedener Luftfeuchtigkeit liegen 
mehrere Untersuchungen vor. Renners Schiilerin Grafin v. WALDERDORFF (1924, 
S. 96) fand als Keimungsgrenze iiber NaCl-Lésung unter anderem fiir Aspergillus 
sulfureus und Penicillium sp. 4 mol/1 = 83% relative Dampfspannung (r. D.), fiir 
Rhizopus sp. 91,3%. Watrer (1924, S. 389ff.; s. auch 1931, 8S. 13ff.) stellte fiir 
Penicillium glaucum noch maBiges Wachstum bei 85% r. D. fest, fiir Rhizopus sp. 
bei etwa 90%. Seine Schiilerin HerytzeLur (1939) fand als Grenzwerte fiir Asper- 
gillus glaucus 73,3%, fiir Penicillium sp. 77,8%, fiir Aspergillus niger 79% und fir 
Rhizopus nigricans 84,1% r. D. (S. 99). Die bei v. WALDERDORFF und bei WALTER 
hoher liegenden Werte fiihrt sie auf zu kleine Dampfraume zuriick. 


* Teil einer Dissertation der Naturwissenschaftlichen Fakultaét der Universitat 
Miinchen. 
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Nach Snow (1949) sollen 6 Penicillien und 7 Aspergillen noch bei 62% r. D. Co- 
nidien bilden kénnen; der Wert, der einem osmot. Druck von 636 Atm. entspricht, 
mutet wenig wahrscheinlich an. 

Fiir Keimversuche liegen die Verhaltnisse am einfachsten bei Alternaria und bei 
Helminthosporium, deren Conidien auch ohne Substrat auf dem trockenen Deckglas 
keimen kénnen. Dariiber ist unten im III. Abschnitt genauer berichtet. . 

Als Substrat fiir die iibrigen Versuche wahlten wir Narbenschleim von Oenothera, 
dazu Gelatine (wie sie HernTzELeR mit einem Zusatz von 5% Malzextrakt ver- 
wendete), Tragant und Carrageen. Narbenschenkel eben geéffneter Oenothera-Bliiten 
wurden nach dem Vorgang von RENNER (1919) und v. WALDERDORFF auf einem — 
Deckglas gewalzt, wobei der Schleim in diinner Schicht am Glas haftet. Die genann- 
ten Kolloide wurden in Wasser gelést und kleine Tropfen davon auf Deckglaschen 
dem Eintrocknen iiberlassen. Die so mit Substrat beschickten und mit Sporen be- 
impften Deckglischen wurden in kleinen luftdichten Kammern von 30 mm Durch- 
messer und 15mm Héhe iiber Kochsalzlésungen von bekannter Konzentration* 
gehalten, wobei sich das Substrat durch Quellung mit dem Dampfdruck der Lésung 
ins Gleichgewicht setzt, und durch die Deckplatte der Kammern wurde das Ver- 
halten der Sporen beobachtet. 

Beim Vergleich einiger Pilze Tunesiens mit ahnlichen Formen aus 
Oberbayern fanden wir auf Tragant, dem etwas Malzextrakt beigemischt 
war, und nach 14 Tagen Versuchsdauer iibereinstimmende Grenzen: 
87% vr. D. fiir Aspergillus niger aus Oberbayern und 86% fiir den tune- 
sischen Stamm, 86% fiir beide Aspergillus-Stamme (mit griiner Sporen- 
farbe), 81 bzw. 83% fiir die beiden Penicillium-, sowie 87 bzw. 86% fiir 
die beiden Fusarium-Stémme. 


Ks scheint demnach, dai Formen aus extrem trockenen Gebieten un- 
seren Schimmelpilzen, was xerophile Anpassung betrifft, nicht tiberlegen 
sind; das zeigen auch die im III. Abschnitt noch mitzuteilenden Befunde 
liber Alternaria und Helminthosporium. 


Unsere Werte liegen héher als die von HEINTZELER angegebenen, aber 
wesentlich ist, dafs die von uns verglichenen Objekte gleichermaBen be- 
handelt und in gleicher Weise beobachtet wurden. 


If. Das Verhalten der Pilze in salzreichen Naihrlésungen. 


Die folgenden Versuche sollten, ohne der Hydraturfrage nachzugehen, - 
die Resistenz einiger tunesischer Schimmelpilze gegen bestimmte, in ihrer 
natiirlichen Umwelt vorkommende Mineralsalze priifen, Auf die Befunde 
alterer Autoren iiber das Wachstum in Salzlésungen werden wir weiter 
unten eingehen. 

Zunichst wurden 9 Pilze ausgewahlt, die aus 4 auf ihren Salzgehalt 
und auf die vorhandenen Ionen untersuchten tunesischen Erdproben iso- 
liert waren (Tab. 1). Das Material zeigte recht hohe Salzgehalte, weil wir 


Proben nahmen, die in der Nahe von Salzausbliihungen oder oberflich- 
lichen Salzkrusten gesammelt waren. 


1 WALTER (1931), Tab. S. 163. 
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Die gefundenen Tonen lassen sich zu folgenden Salzen kombinieren 
(vgl. auch StockER 1928, S. 87): 

NaCl, Na,SO,, MgSO,, NaNO,, KCl, K,S0,, KNO,, CaCl,, CaSO,, 
MgCl,, Ca(NO,),, Mg(NO,).. Na,CO, kam in diesen 4 Proben, im Gegen- 
satz zu den Srockerschen (8. 87), nicht vor, weil CO;, wie die Behand- 
lung des wafrigen Auszuges mit HCl zeigte, immer als unlésliches Car- 
bonat vorlag; HarprEr (1930) machte keine Analysen. Die besonders 
leicht loslichen Salze, CaCl,, MgCl,, Ca(NO,;). und Mg(NO,), wurden bei 
den Untersuchungen fortgelassen. 


Tabelle 1. 


; ‘ Salzgehalt in % Salzgehalt der | 
robe dsung | 
= lufttrocken cantilign nari | ee 

115 79\ | 152 11,15 41,8 | Na, CaM! 
Oase Gabés | | Cl, SO,, COs. 
234 8,4 11,45 8,1 28 | Na, K, Ca, Mg; 
Salzsenke bei | | Cl, SO,, COg, 
Kairouan | NO. 
247 fas Omen 2050 16,4 45,5 | Na, Ca, Mg; 
ebenda | | Cl, SO,, CO., 

| | NO. 
299 len Sal Ipeoee Ses TKO. 23 Na, Ca, Mg; 
Lac Sedjoumi | | OO. OU, 
bei Tunis | 


In allen 4 Proben sind NaCl, Na,SO,, MgSO, und CaSO, vorhanden ; 
dazu kommen in der Probe 247 noch NaNO, und in der Probe 234 KCl, 
K,SO, und KNO,. 

In der Tab. 2 ist die Léslichkeit aller 8 Salze bei 20° angegeben (nach KUsTER- 
Ture, Logarithmische Rechentafeln, 56.—60. Aufl., Berlin 1947, S. 142/43). 


Tabelle 2. 

4 | Gramm Salz in 

Salz | 100 g Lésung mol/l 
NaCl | 26,403 5,421 
Na,SO, + 10 aq. 36,34 1,297 
NaNO, 46,8 7,6 
KCl 25,58 4,028 
K,SO, 9,91 0,614 
KNO, 24,1 2,76 
CaSO, + 2 aq. 0,258 / 0,015 
MgSO, + 7 aq. 61,4 3,26 


Die Werte der Tab. 1 sind wie folgt gewonnen (vgl. auch STOCKER, S. 87): Einer 
bestimmten Menge lufttrockener Erde, meist etwa 2,5 g, wurde soviel Wasser zu- 
gesetzt, wie sie aufnehmen konnte, ohne daf ein UberschuB davon vorhanden war. 
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Nach der Wagung wurde die Erde mit heiBem Wasser auf einem Filter ausgelaugt 
und der Erderiickstand nach dem Trocknen wieder gewogen. Die Differenz zwischen 
diesem und dem urspriinglichen Trockengewicht stellt den Gehalt an wasserléslichen_ 
Salzen dar; er ist in Prozenten des ersten Trockengewichtes in der Spalte 3 angege- 
ben. In der Spalte 4 ist der Salzgehalt auf die wassergesattigten Proben bezogen und 
in der vorletzten Spalte auf die Bodenlésung, die aus dem zur Sattigung der Erde 
notwendigen Wasser und dem darin gelésten Salz besteht. Da diese Wassermenge 
immer recht gering war, aber viel Salz vorlag, miissen in den Proben 115 und 247, 
falls alles Salz in Lésung war, groéBere Mengen leichter léslicher Salze vorgelegen 
haben, z. B. Na,SO, und MgSQ,, in der Probe 247 dazu noch NaNO,, wahrend es sich — 
in den anderen beiden vorwiegend um NaCl gehandelt haben mag. 


Die gepriiften Pilze sind: 


234/1 Penicillium sp. 247/16 Aspergillus nidulans 
247/1 Aspergillus sp., braun 299/18 i sp., gelbgriin 
247/3 fy », olivgriin 299/19 A » blaugriin 
247/11 %y » gelbgriin 299/22 ~ niger 

247/14 a », blaugriin 


In 15 cm? fassenden Tablettenrdhrchen kamen einige cm*® der am betreffenden 
Salz gesattigten Malz-Pepton-Nahrlésung. Erst wenn sich nach dem Sterilisieren 
und Abkiihlen wieder ein Bodenkoérper aus Salz gebildet hatte, wurden die Pilz- 
sporen mit der Lésung geschiittelt; die Sporen bleiben, besonders bei den hoch kon- 
zentrierten Lésungen der leichter léslichen Salze, teilweise auf der Oberflache der 
Fliissigkeit schwimmen, keimen dann aber ebensogut wie die untergetauchten. Die 
R6hrchen wurden bei 20° gehalten; die Ergebnisse sind in der Tab. 3 zusammen- 
gestellt. Nach den angegebenen Zeiten sind die Kulturen mikroskopisch auf die 
Keimung der Sporen untersucht (-- = Keimung); von diesem Zeitpunkt an wurde 
die weitere Entwicklung verfolgt. Das Zeichen — bedeutet, daB die Sporen unver- 
andert, oder, nach langerer Zeit, nur schwach gequollen vorlagen. K = Kontrolle 
ohne Salze. 

Zu dieser Tabelle ist nur noch ergiinzend zu bemerken, daB die Kei- 
mung in KNO,, CaSO, und MgSO, gegenitiber der Kontrolle nicht merk- 
bar verandert, in K,SO, sogar etwas beschleunigt, und in Na,SO, etwas 
verzogert war. Auf die starke Hemmwirkung von KCl, NaNO, und 
vollends NaCl wird ausdriicklich hingewiesen (vgl. auch HEINTZELER, 
S. 125/26; auch Tab. 6). In KCl keimten immerhin noch 7 von den 9 Pil- 
zen nach einigen Tagen; in NaNO, war es nur noch ein einziger, in NaCl 
keiner mehr. : 

Ist die Keimung einmal eingetreten, so erscheint die weitere Entwick- 
lung meist ziemlich normal; sogar der in NaNO, nach vielen Tagen erst 
gekeimte Aspergillus 247/14 bildete noch gut fruktifizierendes Mycel. 
Auffallend war das Verhalten von Aspergillus niger: auf CaSO, entwickelte 
er sich besonders gut, wihrend die anderen Pilze auf Gips gegeniiber 
Aspergillus niger — nicht gegeniiber der Kontrolle — etwas zuriickblie- 
ben, und umgekehrt bildete er auf KNO, kaum Triiger aus, im Gegensatz 
zu den anderen gut fruktifizierenden Staimmen. 

Die mikroskopische Musterung der Mycelien am Ende der Versuche zeigte 


meistens Vermehrung der Querwiinde und der Gemmen gegeniiber den Kontrollen. 
Die Ausbildung der Conidientrager bis zu den Endblasen war kaum verandert, 
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die Zahl der Sterigmen und der Conidien war in verschiedenen Salzen in ver- 
schiedenem Mae vermindert. 

Gewisse Veranderungen der Mycelfarbe, bald zu blasseren, bald zu dunkleren 
Tonen hin, lieBen sich nicht bestimmten Salzen zuordnen; ebenfalls nicht die 
manchmal filzige, manchmal (bei reicher Gemmenbildung) briichige Beschaffenheit 


der Myceldecken. 


Tabelle 3. 

NaCl | Na,SO, | NaNO, | Ke | K,80, | KNO, | caso, | meso, | K 

a ee a = 1. ane oom i Si 
mi 2 | = + | 
ee ts ie te 
| aa ate 

7/3. | — + j}——=/— [+ {+ |+ J+ J+ 
247/11 | — + }— |= 4+ J+ |+ J+ J+ 

—— — | —- | 
247/14 | — 0 Se ae ee ae ee 

es ee ee eg | 

ar | pin OP | | | 

— — — 4- } 
299/18 | — Se ee eee eee ee 

ae eee se | | | 

= ee ee eee 

299/19 | — — |= S| }+ | + [+t [+e] + 

— ea ae | eee | | 

= aa 
299/22 | — + |— —|/— —/|+ |+ |+ |+ |{+ 

a ae IG erst Lay 

Die Anordnung der Zeichen entspricht folgender Zeitskala: 
23 Std 136 Std 
48 Std 187 Std 
112 Std 22 Tage. 


Die Reaktion der verschiedenen Stamme auf denselben AuBenfaktor 


ist also nicht einheitlich. 

Aspergillus flavus und Mucor pusillus z. B. zeigen eine sehr verschiedene Reak- 
tion auf steigende Gaben von Magnesiumsulfat in bezug auf Mycelausbildung und 
den Ertrag der Pilze (Starc, 1942). 
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Es blieb noch die Grenzkonzentration fiir die Keimung in NaCl, KCl und NaNO, 
festzustellen. Gepriift wurden die folgenden Arten: Aspergillus niger (299/22) und 
Penicillium sp. (234/1), da beide erst sehr spat in KCl keimten, sowie Aspergillus 
nidulans (247/16), der in KCl iiberhaupt nicht wuchs. In gesattigter NaCl-Lésung 
und in NaNO, war keine der drei Arten gediehen. 


Die Ergebnisse sind in der Tab. 4 dargestellt. 


Tabelle 4. 
ae eee ee ear 

nnn pian eee |e 
NaCl. . | 1,03 mol | 2,05mol | 3,08mol 4,1 mol 
KCI. 0,79 mol | 1,58 mol | 2,36mol | 3,15 mol 
NaNO, . 0,81 mol 1,62 mol 2,44mol | 3,25 mol 
NaCl. . b++++ t+4 + — 299/22 
KOU? 2) oes cae tae Edo + Aspergillus niger 
NaNO, . b++++ b+++ +++ b+ 
NaCl. . | ++++ + o- — 247/16 
KCl . . | ++4 | ++4 ++ (+) Aspergillus nidulans 
NaNO, . | +++++ b+ + + - 
NaCl. . | +++ ++ + — 234/1 
KCL . . | +++++ + +++ + ++ $+ Penicillium sp. 
NaNO, . | ++++ + - +- 

— = keine Keimung; + = eben auskeimend; ++ = mit freiem Auge sicht- 
bare, submerse Flocken; +++ = ringférmiges Mycel an der Oberflache, und 
Kliimpchen; ++-+-+ = Myceldecke nicht ganz geschlossen; +++++ = Mycel- 


decke geschlossen, fruktifizierend. Die Angaben gelten fiir die Entwicklung nach 
3 Tagen. (+) = nach 7 Tagen eben auskeimend. 


Im NaCl liegt die Grenze fiir Aspergillus niger und fiir Penicillium sp. zwischen 
15 und 20%, fiir Aspergillus nidulans zwischen 10 und 15%. Die beiden anderen 
Salze verzégerten in der héchsten Konzentration von 20% die Entwicklung etwas. 

Zur genaueren Feststellung wurden fiir NaCl noch einige Stufen zwischen 10 und 
20% gepriift, fiir KCl zwischen 20 und 26% — nur bei 247/16, weil die beiden 
anderen Stiimme noch in gesittigter Lésung (26,594) gewachsen waren —, fiir 
NaNO, Konzentrationen zwischen 20 und 40% bei allen 3 Stémmen. 

In der Tab. 5 gelten dieselben Zeichen wie vorher; nach 14 Tagen untersucht. 

In NaCl liegt die Grenze fiir Aspergillus niger und fiir Penicillium sp. 
zwischen 18 und 20°), fiir Aspergillus nidulans zwischen 13 und 15%, in| 
KCl fiir die letzte Art bei 23°, wihrend die beiden anderen Arten noch 
in konzentrierten Loésungen gediehen. Im NaNO, war die Grenze fiir alle 
3 Arten zwischen 25 und 30° (ESCHENHAGEN 1889, Versuch 19, S. 43, 
fand die Grenze fiir ,,feine Aspergillus-Rasen‘‘ bei 28°). 

Molar betragen die Grenzkonzentrationen fiir Asp. niger und Penicillium 
bei NaCl, KCl und NaNO, etwa 4 mol; Asp. nidulans stimmt tiberein, was 
KCI und NaNO, betrifft, in NaCl liegt die Grenze schon bei etwa 3 mol. 

Geht die Salzkonzentration in den von uns untersuchten, sehr salz- 
reichen Boden zur Hauptsache auf Rechnung von NaCl, so sind die ge- 
priiften Pilze schon bei voller Wassersattigung des Bodens gehemmt, und 
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sie vermogen erst zu wachsen, wenn das Kochsalz durch Regen teilweise 
ausgewaschen wird. Ist NaNO, oder KCl in wesentlichen Mengen vor- 
handen, so ist das Substrat dem Wachstum giinstiger. Die Sulfate von Na, 


Tabelle 5. 4 
| | | i] 
| Vente le sj -dsp.-eiger Asp. nid. Pen. sp. 
| mol/I 70 299/22 247/16 23/1 
| | | | 
AO Se 2,26 ll (#4) aus) (as 
2,66 1183 ( {- +. + ) ple ae nage ( Lae oe ) 
3,28 16 BL = 44 
3,69 18 f = 
‘<(CIRSE Soar 3,31 21 (4-45) } (ee) 
3,62 23 (+++) a) (44+) 
3,94 25 (++4) == (2-4) 
MaNO,.- .-. 08. 4,06 As a + aE 
4,88 30 = = ae 
5,68 | 35 — a | == 


+) = nach 20 Tagen. 


K, Ca, Mg sowie KNO, hemmen auch in gesiittigter Losung kaum. Das 
liegt wohl zur Hauptsache an ihrer geringeren Loslichkeit. Von MgSO, 
lésen sich noch 3,26 mol, von KNO, 2,76 mol, von Na,SO, 1,3 mol, von 
K,SO, 0,6 mol, von CaSQ, gar nur 0,015 mol. 

Einige Angaben alterer Autoren iiber das Wachstum in Salzlésungen, besonders 
NaCl und KCl, haben wir in der Tab. 6 zusammengestellt. Die Werte sind auf 


Gramm Substanz in 100 g Lésung umgerechnet, damit sie untereinander und mit 
unseren vergleichbar werden. Das Zeichen + bedeutet gesattigte Losungen. 


Tabelle 6. 

pp Eee 

| Rhiz. nigricans | Pen. glaucum | Asp. niger Vien glaucus 

NaCl Kobe |) baci 4p amKcryy| A BOL yah Nae 

Recumnaacun(18s9)) — | — | 15,95%| “— | 14:52 ee 
ERR=ERA (1899) . . _ — _ — 24,08 - 
Racrporski (1905) | — — — — — + 26,4 
Pretrowa (1933) . | | 26,44 | — + 26,44 
HEINTZELER (1939) 14,61 | 18,451 | 17,55 | + 25,8 —| — — 
Eigene Beobachtung | 18 75,0 [18 | — 


1 Nur angeschwollene Sporen, keine Keimung. Die Werte sind bei HEINTZELER 
in Atm. ausgedriickt (Tab. XVI, S. 125 und Tab. XVII, 8S. 127); wir haben sie 
nach Tab. Ii, S. 96, umgerechnet. 

2 Umgerechnet aus Gramm Substanz in 100 g Wasser (nach HErNntrzELER, 8. 123); 
EscHENHAGEN (S. 7) stellte sie nach ,.Gewichtsprocenten™ her. 

3 Umgerechnet aus Vol.%. 

-4Die Gattungen Penicillium und Aspergillus allgemein. Putrowa untersuchte 
gesittigte Solen aus russischen Salzgarten (Rayon von Krym, Astrachan und 
Turkmenistan) und fand in 9 und 10 von 17 Proben noch Wachstum der beiden 
genannten Gattungen (Tab. IV, 8. 336/37). 
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Es erschien wissenswert, ob oberbayrische Pilze sich anders verhalten 
als die tunesischen. Gewahlt wurden: ein Penicillium aus Probe 88, ein 
Aspergillus, ebenfalls aus 88, und ein Fusarium aus Probe 74. In diese 
Versuchsreihe wurden noch zwei tunesische Vertreter zweier in der 
Zwischenzeit interessant gewordener Gattungen (vgl. den nachsten Ab- 
schnitt) mit einbezogen, naémlich eine Alternaria (176) und ein Helmin- 
thosporium (94). Die 8 Salzlosungen waren dieselben wie oben, und die 
Ergebnisse waren bei allen 5 Pilzen die gleichen wie oben (bes. in Tab. 3) 
mitgeteilt. In gesattigter NaCl- und NaNO,-Losung waren von keinem 
der Pilze die Sporen auch nur aufgequollen; die Grenzwerte fiir diese 
Salze wurden hier nicht bestimmt (vgl. aber Alternaria und Helmin- 
thosporium im niachsten Abschnitt). Gegen die iibrigen Salze waren die 
aus humidem Klima stammenden Pilze nicht weniger resistent als die 
aus dem ariden Nordafrikat. 

Kombinationen von Salzen wurden nicht untersucht. 


III. Das Auftreten yon Gasblasen in Sporen. 


An den dickwandigen, dunkelhaiutigen, mehrzelligen Conidien von 
Alternaria und Helminthosporium wurde beobachtet, daB ihre Zellen beim 
Austrocknen im Inneren Gasblasen auftreten lassen. Nach Befeuchtung 
verschwinden die Blasen, und soleche Conidien sind noch normal keim- 
fahig. Da Luftblasen in lebenden Zellen nicht besonders oft vorkommen, 
wurde die Erscheinung genauer untersucht (vgl. Homie 1915, RENNER 
1932, Lau®& 1938). Die bei Mrauna (1934, Taf. 141, Fig. 7) abgebildeten 
Conidien von Brachysporium (Helminthosporium) longipilum machen den 
Eindruck, als ob sie Blasen enthalten hitten: in der Diagnose, S. 354, ist 
nicht davon die Rede. 


Die fast zylindrischen Conidien von Helminthosporium sind durchschnittlich 
25 u lang und durch Querwande meist 4-, seltener 3- oder 5zellig (Abb. 1); zu 
keimen vermégen nur die beiden Endzellen — ein Austreiben aller 4 Zellen, wie 
in LemBke-DeEtitscu (S. 140; vgl. Abb. 388) beschrieben, wurde nie beobachtet —, 
der Inhalt der iibrigen Zellen wird wohl durch die endstandigen Keimmycelien 
aufgezehrt (vgl. auch Micuna, 8. 358; S. 366, H elminthosporium fusiforme; S. 368, 
Helminthosporium artemisiae). 

Die spindel- oder keulenférmigen, 20—40  langen, in Ketten hintereinander 
gereihten Conidien von Alternaria (Abb. 2) haben auBer 1—5 Querwanden meist 
einige Lingswiinde, bis zu 3, sind also »mauerformig™ geteilt; mitunter sind die 
Teilungswande auch schrag; die Membranen sind etwas dicker als bei Helmintho- 
sporium. Vermutlich kénnte jede Zelle einer Conidie einen Keimschlauch bilden, 
denn keine Zone der Conidie scheint in der Keimung bevorzugt; aber an ein und 
derselben Conidie wurden im Héchstfall 3 Keimschlauche beobachtet. Das Material 


' Anmerkung bei der Korrektur: Nach AbschluB des Manuskriptes hat 
A, GAERTNER in ,,Einige physiologische und morphologische Beobachtungen an 
Kulturen niederer Phycomyceten* [Arch. f. Mikrobiol. 21, 167 (1954)] mitgeteilt, 
daB er aus extrem salzhaltigen Béden afrikanischer Schotts gegen hohe Salz- 
konzentrationen resistente niedere Phycomyceten isoliert habe, 
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der iibri ii i yeni i i i 
gen Zellen diirfte auch hier von den wenigen sich entwickelnden Mycelien 
verbraucht werden. 


Am besten bekommt man die Blasen zu sehen, wenn man die Conidien 
in konzentriertem Glycerin betrachtet (Abb. 3). Es macht dabei nichts 
aus, ob man trockene, schon blasenfiihrende, oder feuchte, blasenfreie 


Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Conidien von Helminthosporium in Wasser. Plasma meist mit kleinen Vacuolen. 
MaSstab giiltig fiir die iibrigen Abbildungen. 


Abb. 2, Conidien von Alternaria in Wasser. 


Abb. 3. Abb. 4. Abb. 5. 
Abb.3. Eben in Glycerin eingelegte Conidien von Helminthosporium. Alle Zellen mit groBen Gasblasen. 


Abb. 4. Conidien von Helminthosporium in Glycerin, nach 3 Tagen. Gasblasen verschwunden, 
Plasma homogen, nicht geschrumpft. 


Abb. 5. Lufttrockene Conidien von Helminthosporium. Alle Zellen mit grofen Luftblasen. 


Conidien in Glycerin bringt. Im zweiten Fall entstehen die Blasen nach 
anfinglicher Deformation der Zellen plétzlich und dehnen sich so weit 
aus, da sie nur noch von einem diinnen Plasmasaum umgeben sind. Im 
Laufe eines Tages bei Alternaria, in 2—3 Tagen bei Helminthosporium, 
werden die Blasen durch das Eindringen des Glycerins zum Verschwinden 
gebracht (Abb. 4). AuBere wie innere Wande der Conidien erscheinen 
diinn, und scharf konturiert, ahnlich wie in Wasser. Zu keimen vermogen 
solche Conidien nach der Uberfithrung in Wasser nicht mehr, das Plasma 
ist also durch die Trankung mit Glycerin getdtet worden; tiber die dabei 
auftretenden Erscheinungen vgl. 8. 35. 
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Auch in den Zellen von Conidien, die an Luft oder ttber konzentrierter 
Schwefelsiure unter Runzelung der AuSenwand ausgetrocknet sind, 
lassen sich die Blasen gut erkennen (Abb. 5). Die Blasen erscheinen je- 
doch nicht erst nach dem Abnehmen der Conidien, sondern schon im 
Kulturgefa8 am Triiger selbst. Dabei werden die jiingsten, am Ende der 
Traiger angeordneten Conidien nur bandférmig deformiert; die néachst- 
alteren weisen noch starke Deformationen und kleine Blasen auf, und nur 
die altesten Conidien zeigen groBe Blasen in allen Zellen. Beim Austrock- 
nen der Kulturen entstehen sowohl in den Conidientragern, als auch in 
Teilen des iibrigen Luftmycels Blasen, jedoch wurde dieser Erscheinung 
nicht genauer nachgegangen. Bei Wasserzugabe sind die Blasen in den 
Conidien dann fiir Augenblicke in den gequollenen Zellen sehr deutlich, 
aber sie verkleinern sich rasch und sind nach Sekunden — bei Alternaria 
rascher als bei Helminthosporium — verschwunden, ahnlich wie es HOLLE 
(S. 107) von Moosblattern beschreibt. Wo der letzte Rest der Blase sich 
auflést, sieht man oft einen Wirbel kleiner K6rnchen, wie von LAUE 
(S. 221) in den Zellen lebender Moosblatter beobachtet. 


Nicht nur durch Wasserzugabe, sondern schon durch Anhauchen wer- 
den erst die Runzeln der Sporenmembran geglattet und dann die Blasen 
zur Verkleinerung und bei langerer Zufuhr von dampfiibersattigter Luft 
zum Verschwinden gebracht. Neuerliches Austrocknen laBt sie wieder 
erscheinen, und das Spiel kann beliebig lange fortgesetzt werden. 


Auf trockenem Glas tiber reinem Wasser verschwinden die Blasen 
ebenfalls. In solehen Kammern tritt leicht Kondensation von Wasser- 
dampf am Deckel ein, es ist also nicht nur Dampf, was die Zellen schwel- 
len laBt. 75 min nach dem Verschwinden der Blasen waren die Keim- 
schlauche von Alternaria einmal schon 30 u lang, aber sie lagen in einem 
Mantel von Kondenswasser. 


Beobachtet man den Austrocknungsvorgang genauer, so sieht man 
jiingere Conidien mit noch diinneren, helleren Wiinden, und ebenso ein- 
zelne diinnwandige Endzellen von sonst derbhiutigen Conidien sich ohne 
Blasenbildung bandférmig deformieren. Die dickwandigen Zellen dagegen | 
lassen bei einem gewissen Mafi der Eindellung Gasblasen im Inneren auf- 
treten, wobei die Deformation etwas zuriickgeht. 


Wenn tiber Losungen etwas unterhalb der kritischen Konzentration 
die Blasen verschwunden sind, geniigt leichte Erwirmung des Deck- 
glases durch Anni&herung des Fingers, um die Blasen erscheinen zu lassen ; 
bei Abktihlung gehen sie wieder zuriick. Umgekehrt kénnen Blasen, die 
sich oberhalb der kritischen Konzentration stundenlang halten, zum 
Verschwinden gebracht werden, indem man durch Hauchen auf die 
Deckplatte, oder vollends durch Aufsetzen eines Tropfens Ather, Ab- 
ktthlung und damit Kondensation von Wasserdampf herbeifiihrt. 
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Durch 50% ige Chromsiure werden bei Alternaria die AuBenwinde der 
Conidien rascher zerstort als das Geriist der Teilungswiinde. Wenn Blasen 
vorhanden sind, treten sie nach Zerst6rung der Wande in die Fliissigkeit ; 
sie mtissen also Luft enthalten. Unmittelbar nach dem ,,Springen‘‘ der 
Zellen in Luft werden die Blasen wohl nur von Wasserdampf gebildet 
sein, aber Luft dringt von auBen in das Vakuum ein, wie beim Farnanulus 
(vgl. HatpER 1954). Das rasche Verschwinden der Luft bei Wasserzugabe 
erklart sich aus dem hohen Druck, unter den die eingeschlossene Luft 
durch den Zellinhalt gesetzt wird (RENNER, Laut, Harper). 


Die Wand der Conidien von Helminthosporium ist in 50°% iger Chrom- 
saure nicht loslich, verhalt sich also wie wenn sie cutinisiert wire; mit 
Sudan-III-Glycerin ist jedoch keine Farbung zu erhalten. Auffallig ist 
daneben die hohe Wegsamkeit der Membran fiir Wasser und Salze. 


Weitere Einzelheiten einer genaueren Analyse sind fiir die beiden 
Gattungen gesondert darzustellen. 


1. Helminthosporium. 
a) Die Wirkung von Salzlosungen auf die Conidien. 


Fiir das Verstandnis des Verhaltens der Conidien gegen trockene Luft 
ist die Kenntnis des osmotischen Wertes erforderlich. Die Bestimmung 
mit der plasmolytischen Methode sto6Bt aber auf ahnliche Schwierigkei- 
ten, wie Korres (1914) von marinen Rhodophyceen und Chlorophyceen, 
WALTER (1923) von Bangia berichten: in hypertonischen Losungen von 
NaCl kontrahiert sich der Protoplast, aber Losl6sung von der Membran 
tritt nicht ein, weil diese im selben Mae aufquillt wie der Protoplast 
schrumpft. Eine eben merkbare Zunahme der Wanddicke wird erreicht, 
wenn die Konzentration der Lésung zwischen 0,6 und 0,7 mol NaCl 
(= 26 und 30 Atm; vgl. Tab. 7) betriagt. In 0,8 mol (34 Atm.) ist die Auf- 
quellung der Membran schon deutlich. Das Bild in gesattigter NaCl- 
Lésung (369 Atm.) zeigt Abb.6: Die Protoplasten sind stark verkleinert 
und erscheinen durch auffalligen Glanz als sehr dicht; ihre Gestalt ist 
kugelig oder birnformig oder zitronenformig, in jiingeren Conidien auch 
unregelmaBig eckig; der ganze Raum zwischen den Protoplasten und der 
AuBengrenze der Conidie ist von hellbraunlicher Membranmasse aus- 
gefiillt ; in der Mitte verbindet ein Plasmodesma zwei benachbarte Proto- 
plasten. 

Der Vorgang ist von RENNER (1954) als Plasmorhiknose (6/rwois — 
Binschrumpfen) zum Unterschied von der Plasmorhyse nackter Proto- 
plasten bezeichnet worden. 

Erst von hier aus ist auch der Zustand des Protoplasten der in Wasser 
liegenden Conidie verstiindlich geworden. Deutliche Vacuolen sind nur in 
noch nicht ganz reifen, durch hellere Membran auffallenden Conidien zu 
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erkennen (Abb. 7, a und b). Die reifen haben teilweise vollkommen homo- 
genen, hyalinen Inhalt ohne eine Spur von Vacuolen oder Kornelung (d), 


Abb. 6. Conidien von Helminthosporium in gesittigter NaCl-Lésung. Starke Plasmorhiknose. 


eine groBere oder kleinere Zahl dagegen scheint viele kleine Trépfchen 
zu enthalten (c). Bei sorgfialtiger Betrachtung unter der Immersion er- 
weist es sich, daB diese 
,.Tropfchen* nicht, wie 
Ol, stirker brechen als 
die Umgebung, sondern 
schwicher: sie sind win- 
zige Saftvacuolen. Zwi- 
schen den grob vacuoli- 
sierten und den homo- 
genen Zellen finden sich 
alle Ubergiinge, und esist 
anzunehmen, da auch. 
das homogen, nicht mehr 
schaumig erscheinende 
Plasma submikroskopi- 
sche Vacuolen enthalt. 
Bei der Plasmorhiknose 
in starken Salzlésungen 
verschwinden die feinen 

Vacuolen aus dem sich 
Abb. 7, Conidien von Helminthosporium:; a und b jiingere mit 


y ee L zu einem runden Ballen 
grofen, ¢ iiltere mit kKleinen Vacuolen; d homogen von Plasma F 
erfiillte Conidie. verdichtenden Plasma, 
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beim Wiederschwellen in Wasser treten sie wieder auf. Die noch grob va- 
cuolisierten jiingeren Conidien zeigen unregelmaBig zerkliiftete Rhiknose, 
und im Wasser regenerieren sie beim Schwellen ihre groBen Vacuolen. 


Der rhiknotische Zustand wird beim Ubergang aus Wasser in starke 
Salzlésungen nicht auf stetigem Wege, sondern itiber Blasenbildung er- 
reicht. Bei 1,7 mol NaCl (80 Atm.) sind es nur einzelne Zellen, die Blasen 
erscheinen lassen, bevor die Membran aufquillt, in hdheren Konzentra- 
tionen sind es samtliche. Diese Blasen vergehen — im Lauf von einigen 
Minuten, in gesattigter NaCl-Lésung nach 6 min —, wobei sich der 
Protoplast kontrahiert und die Membran schwillt. In solchen jetzt wie- 
der blasenfreien Conidien entstehen bei Zusatz von konzentriertem Gly- 
cerin erneut Blasen. 


Werden lufttrockene, blasenfiithrende Conidien in Salzlésungen ein- 
gelegt, so vergehen, wie zu erwarten, die Blasen, und die Zellen zeigen 
Plasmorhiknose. Die trockene Membran quillt also in der Salzlésung wie 
in Wasser. 

Im einzelnen wurden z. B. folgende Werte protokolliert: 


1. Destilliertes Wasser. Die Blasen verschwinden sofort, Keimung nach 3 Std. 

2. NaCl. Die Blasen vergehen in 5,4 mol (gesattigt, 369 Atm.) nach 6 min, in 
2,7 mol (142 Atm.) nach 3 min, in 1,7 mol (80 Atm.) nach I min (vgl. dazu das 
Auftreten von Blasen bei derselben Konzentration). In 1,7 mol tritt Keimung 
nach 20 Std ein, in 2,7 mol unterbleibt sie. 

3. K,SO,. Gesattigte Loésung, 0,614 mol. Blasen verschwinden nach 1 min, 
Keimung nach 71% Std. Die Hyphen werden langer und verzweigen sich besser 
als in destilliertem Wasser; am 3. Tag sind reichlich Lufthyphen gebildet. 

4, MgSO,. Gesattigt, 3,26 mol. Die ersten Zellen werden nach 4 Std. blasenfrei; 
solche Conidien keimen nach weiteren 3 Std aus, aber die Mycelien wachsen nicht 
weiter. Uber Nacht verschwinden die Blasen aus allen Conidien, aber die Keimung 


unterbleibt. 
5. NaNO,;. Gesattigt, 7,6 mol. Blasenfrei nach 5—12 min; wenige Conidien 


keimen nach 23 Std, entwickeln sich aber nicht weiter. 


b) Die Wirkung von Saccharoselosung auf die Conidien. 


Plasmorhiknose ist durch Rohrzuckerlésung nicht zu erreichen, weil 
der Zucker sehr langsam durch die Membran permeiert. Statt der Rhi- 
knose tritt Blasenbildung ein. Die Grenzkonzentration hierfiir ist 1,1 mol 
Rohrzucker (40 Atm.; vgl. Tab. 7), und die in solcher Lésung in einem 
Teil der Zellen aufgetretenen Blasen verschwinden sofort wieder, wohl 
infolge der Aufnahme von Wasser, nicht von Zucker. In 1,2 mol (45 Atm.) 
sind die Blasen haufiger, und es dauert etwa 1 min, bis sie weggelést wer- 
den. In 1,3 mol (52 Atm.) nimmt die Lésung der Blasen 30 min in An- 
spruch, in 1,4 mol (58 Atm.) 11/, Std, in 2,6 mol (gesattigt, 217 Atm.) 
viele Tage. Wie aus dem Verhalten iiber der Zuckerlésung hervorgeht 
(vgl. S. 34), diirfte bei 1,4 mol das Verschwinden der Blasen schon an das 


Eindringen von Zucker gebunden sein. In Wasser vermogen Conidien 
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die im Lauf von einigen Tagen aus 2,6 mol-Lésung wohl betrachtliche — 
Mengen von Zucker aufgenommen haben, noch zu keimen. 

Werden ausgetrocknete, blasenfiihrende Conidien in Zuckerlésung 
verriihrt, so verstreichen bis zum Verschwinden der Blasen in 1,1 mol 
10—15 min, in 1,2 mol 20 min, in 1,3 mol 30 min, in 1,4 mol 1?/, Std. 
Von 1,3 mol an macht es also keinen Unterschied, ob die Blasen erst in 
der Losung entstanden oder in die Lésung mitgebracht waren. 


c) Das Verhalten der Conidien im Dampfraum iiber Salz- oder 
Zuckerlosungen. 

Zur Technik der Versuche ist zu sagen, daB mehrmals das Verhalten der Conidien 
iiber und in einer Lésung im selben Raum beobachtet wurde: eine Probe auf der 
Unterseite der Deckplatte ohne Klebemittel aufgestreut, eine andere in einem 
groBen Tropfen derselben Lésung verriihrt, der, von einem Vaselinering umgeben, 
an der Deckplatte der feuchten Kammer hangt. 

In feuchtem Zustand tiber Lésungen exponierte Conidien lassen Blasen 
auftreten bei 1,4 mol Rohrzucker (95,7° relative Dampfspannung — 
58 Atm.; vgl. Tab. 7), aber nicht bei 1,3 mol (96,2% r. D. — 52 Atm.), 
und bei 1,3 mol NaCl (95,7% r. D.), aber noch nicht bei 1,2 mol NaCl 
(96,1% r. D. — 53,5 Atm.). 

Trockene, blasenfiihrende Conidien itiber Lésungen exponiert, lassen 
die Blasen alle im Lauf von 3—5 min verschwinden bei 1,2 mol, zum Teil 
noch bei 1,3 mol Rohrzucker, fast keine bei 1,4 mol (95,794 r. D. — 
58 Atm.), gar keine mehr bei 1,5, 1,6, 2,6 mol (95,2%, 94,6% und 85% r. D. 
— 66, 74 und 217 Atm.). Nach dem Verschwinden der Blasen findet iiber 
1,2 und 1,3 mol Keimung statt. 

Uber NaCl liegt die kritische Konzentration fiir das Vergehen der Bla- 
sen bei 1,2—1,3 mol. 

Die osmotischen Werte der Grenzkonzentrationen von Zucker und Salz 
missen gleich hoch sein. Fiir 1,3 mol Rohrzucker wird 51,6 Atm. an- 
gegeben, fiir 1,2 mol NaCl errechnet sich ein Wert von etwa 53 Atm., die 
rel. Dampfspannung ist 96,1%. 

Bemerkenswert ist vor allem, da die Grenzkonzentration fiir das 
Auftreten der Blasen iiber den Lésungen fast die gleiche ist wie fir ihr 
Vergehen. 


d) Das Verhalten getéteter Conidien. 


Die Tétung der Conidien wurde zuerst durch Erwairmen im trockenen 
Zustand versucht. Nach einstiindigem Aufenthalt im Trockenschrank bei 
95° waren die Conidien noch imstande, iiber 1,2 mol NaCl die Blasen 
wegzulésen, und sie erwiesen sich auch noch als keimfahig. Darauf wur- 
den trockene Conidien mit 96°, igem Athylalkohol behandelt. Sie schie- 
nen sich zunichst nicht zu verandern; bei Wasserzugabe verschwanden 
die Blasen und die Zellen zeigten groBenteils, d. h. wohl wenn sie getdtet 
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waren, dieselbe Plasmorhiknose wie in starken Salzlésungen. Uberfiih- 
rung feuchter Conidien in 50° igen Alkohol fiihrt zu Schrumpfung der 
getoteten Protoplasten, ohne auffallige Quellung der Membranen, und 
in Wasser entstehen dann die uns bekannten Bilder starker Rhiknose. 
Dieselbe Wirkung hat kurzes Aufkochen lebender Conidien in Wasser 
unter dem Deckglas (Abb. 8). In allen diesen Fallen erklart sich die 
Plasmorhiknose aus der Quellung der inneren Membranschichten nach 
_Aufhebung des Gegendruckes des Protoplasten. 

Auch durch konzentriertes Glycerin werden, wie S. 29 erwihnt, die 
Conidien getétet. Die Membranen quellen aber, anders als beim Kochen 


Abb. 8. In Wasser gekochte Conidien von Abb. 9. Tot in Glycerin eingelegte Conidien von 


Helminthosporium. Membran stark gequollen. Helminthosporium, nach einem Tag. 
Plasma entsprechend geschrumpft. Bild der Plasmorhiknose. 


im Wasser, nicht nach innen auf, wihrend tote Conidien, aus Wasser in 
Glycerin gebracht, ihre Membranquellung beibehalten (vgl. Abb. 9). 
Beim Ersetzen des Glycerins durch Wasser bleiben die Protoplasten an- 
fangs prall, und erst allmahlich, wohl in dem MaB wie das Glycerin sich 
verdiinnt und zuletzt ganz herausdiffundiert, quellen die Membranen 
nach innen vor. Dabei werden die beiden Endzellen meist frither rhikno- 
tisch als die mittleren; der ganze Vorgang nimmt etwa 1/, Tag in An- 
spruch. 

Das Verhalten lebender wassergesiattigter Conidien gegen konzentrier- 
tes Glycerin ist wohl so zu verstehen: Die inneren Wandschichten ver- 
moégen in Glycerin nicht zu quellen, wohl aber das Plasma. Wenn die bei 
Uberfiithrung aus Wasser in Glycerin aufgetretenen Blasen verschwunden 
sind, finden wir also die Wande diinn und die Lumina von glycerin- 
getranktem, abgestorbenem Plasma erfiillt. Wird jetzt das Glycerin 
durch Wasser verdrangt, so gewinnt die Membran Quellungsvermégen, 
und die toten Protoplasten, in denen ebenfalls Wasser an die Stelle von 
Glycerin tritt, werden zusammengedriickt. Entquellung der in Wasser 
oder in Salzlosung aufgequollenen Membranen findet nicht statt, wenn 
getétete oder in starker Salzlésung zur Plasmorhiknose gebrachte lebende 
Conidien in Glycerin gebracht werden. 

An Conidien, die in starker Salzlésung oder bei Uberfiihrung aus Gly- 
cerin in Wasser zur Plasmorhiknose gebracht worden sind, hebt sich mit- 
unter die auBerste Membranlamelle stellenweise blasenformig ab, wie 

3* 


36 J. MuskKat: 


Korte (S. 138; Fig. 7) von Rhodophyceen beschreibt, wenn sie in destil- 
liertes Wasser eingelegt wurden. Die Erscheinung beruht wohl darauf, 
daB die Membran auch nach aufen, nicht nur nach innen aufquillt 
(vgl. Abb. 6, obere Reihe, mittlere Conidie). 

Durch Alkohol getétete, wassergetrinkte Conidien verhalten sich ganz 
anders als die lebenden: beim Austrocknen an der Luft werden sie ohne 
Blasenbildung zu flachen Schalchen eingedellt; bei Uberfithrung in 
Wasser stellt sich der alte Zustand der Rhiknose wieder her. Auch Gly- 
cerin deformiert tote Conidien sehr stark, ohne Blasen hervorzurufen, 
dringt aber im Lauf von wenigen Stunden in die Zellen ein (Abb. 9), wo- 
bei die Deformation riickgingig gemacht wird. 


2. Alternaria. 

Ein Unterschied gegeniiber Helminthosporium besteht darin, daf die 
Conidien von Alternaria betraichtlich héhere Saugkrafte aufbringen, dah 
ihre Membran durchliassiger ist, und daB sie weniger stark nach innen 
aufquillt. 


a) Die Wirkung von Salzlésungen auf die Conidien. 

Wenn den in Wasser liegenden Conidien NaCl-Lésung zugesetzt wird, 
ist ein Aufquellen der Membran bei sich kontrahierendem Protoplasten 
zu beobachten von 1,5 mol NaCl an (69 Atm.). In gesattigter NaCl-Lésung 
ist die Plasmorhiknose viel schwacher als bei Helminthosporiuwm (Abb. 10). 

Trockene, blasenfiihrende Conidien ent- 
ledigen sich der Blasen in Salzlésungen 
noch rascher als die von Helmintho- 
sportum. 


1. Destilliertes Wasser. Die Blasen ver- 
schwinden sofort, Keimung nach 1% Std. 
5 2. NaCl. Die Blasen vergehen in 5,4 mol 


in 4% min, in 2,7 mol und in 1 mol sofort. 
Kin Teil der Conidien keimte in 1 mol (43 Atm.) 
Abb. 10. Conidien von Alternaria in ge- nach 6 Tagen, in 0,1 mol (4,3 Atm.) schon 
sittigter NaCl-Lésung. Membranen nur nach 21% Std 
schwach nach innen aufgequollen. 4 Sy apie ss 
3. K.SO,. Gesittigte Lésung, 0,614 mol. 
Die Blasen verschwinden sofort, Keimung | 
nach 4 Std; Wachstum gegeniiber dem in Wasser gehemmt. 
4. MgSO,. Gesattigt, 3,26 mol. Die Blasen verschwinden in 2 min, Keimung 
nach 18 Std, Wachstum gehemmt. 
‘s eee : ; 
Ds NaNO,. Gesittigt, 7,6 mol. Die Blasen verschwinden nach 3 min, Keimung 
unterbleibt. In 1 mol vergehen die Blasen sofort, eine einzige Conidie wurde nach 


68 Std in Keimung gesehen. 
b) Die Wirkung von Saccharoselésung auf die Conidien. 
Blasenfreie Conidien bilden Blasen in einer Zuckerlosung von 1,83 mol, 
also bei einer r. D. von 93%, aber die Blasen gehen langsam zuriick, und 
nach ihrem Verschwinden kann Keimung eintreten. 
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Werden blasenfiihrende Conidien in Zuckerlésung eingebracht, so ver- 
mogen sie sich der Blasen noch in 2,43 mol, also bei 186 Atm. oder 
87% r. D., durch Wasseraufnahme zu entledigen, aber nicht mehr in 
2,6 mol, bei 217 Atm. oder 85% r. D. Bei tagelangem Liegen in der ge- 
sattigten Zuckerlésung verschwinden die Blasen allerdings allmahlich, 
sicher infolge des Kindringens von Zucker ; die Conidien keimen aber nicht. 


c) Das Verhalten der Conidien im Dampfraum iiber Salz- oder 
Zuckerlosungen. 


In blasenfreiem Zustand in die feuchten Kammern gebrachte Conidien 
lassen Blasen entstehen tiber einer Lésung von 3,5 mol NaCl (85,6°% r. D., 
207 Atm.), aber noch nicht iiber 3,4 mol (86,1°%, 199 Atm.). 

Ausgetrocknete Conidien verdrangen die Blasen tiber einer Lésung 
von 3,4 mol NaCl, — doch nicht mehr tiber 3,5 mol —, und iiber 2,5 mol 
Rohrzucker ; nach zwei Tagen hatten solche Conidien auf dem trockenen 
Glas Keimschlauche getrieben. Der osmotische Druck beider Grenzlésun- 
gen betragt etwa 200 Atm., die r. D. 86%. Das ist angenihert derselbe 
Wert, den wir beim Einlegen der Conidien in die Zuckerlésung gefunden 
haben (87% r. D.). Auch HEINTZELER beobachtet, daB die Grenzkonzen- 
tration fiir das Keimen von Sporen dieselbe ist, einerlei ob die Sporen 
tiber Zuckerlosung auf kolloidem Substrat oder in der Losung ausgesat 
werden. 


3. Sporenund Conidien anderer Schimmel pilze. 


Die Sporen von Mucor hiemalis und Rhizopus nigricans deformieren sich beim 
Eintrocknen, ohne daf Blasen auftreten. In Chromsaure werden die Sporen rasch 
zerstort. 

Die nur 2—3 uw groBen Conidien von Penicillium und Aspergillus andern ihre 
Gestalt beim Eintrocknen recht wenig, wohl wegen ihres dichten Plasmas ohne 
Vacuole. Chromsaure zerstérte die Sporenhaut bei den griinen Conidien einer 
Aspergillus-Art, dagegen nicht die zweier anderer Arten mit gelben, bzw. sehr 
dunklen Conidien, und ebensowenig die von Penicillium. 


4. Ascosporen von Sordaria. 


Die Ascosporen von Sordaria schlieBen sich wegen der Starrheit ihrer 
Membran in den beim Austrocknen auftretenden Erscheinungen an die 
Conidien von Alternaria und Helminthosporium an. Die Gasblasen sind 
innerhalb der dicken, dunklen Sporenhaut schwer zu sehen, und es dauert 
ziemlich lange, bis sie in der an der Luft austrocknenden Spore oder in 
Glycerin plétzlich erscheinen. Entsprechend langsam ist das Verschwin- 
den bei Wasserzugabe, und nur anhaltendes Hauchen vermag sie zum 
Schwinden zu bringen; Glycerin verdraingt die Blasen sehr langsam. 
Sporen, die Luftblasen enthalten hatten, konnen in Wasser noch keimen, 
in Glycerin gequollene Sporen dagegen nicht. Chromsaure lést die Spo- 
renhaut nicht auf, nicht einmal im Kochen. 
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5. Moos- und Farnsporen und Pollenkorner. 


Die Sporen von Mnium undulatum, Polytrichum commune, Osmunda regalis, 
Scolopendrium vulgare, Aspidiwm lonchitis und Athyrium filix femina wurden beim” 
Austrocknen und in Glycerin untersucht. Die Membranen deformieren sich mehr 
oder weniger, Gasblasen wurden nie beobachtet, auch nicht bei der Schwellung in 
Wasser, die z. B. in ausgetrockneten Moosblattern die Gasblasen oft erst deutlich 
macht. 

Ebenso verhalten sich die Pollenkérner verschiedener Pflanzen. Uberall sind der 
Plasmareichtum und die Nachgiebigkeit der Membran so groB, daB es nicht zur 
ZerreiBung des Inhaltes kommt. 


In der Tab. 7 sind die Molaritaéten, osmotischen Werte und relativen Dampf- 
spannungen der von uns verwendeten NaCl- und Rohrzuckerlésungen angegeben. 
Die Werte sind nach Angaben bei Watrer (1931, Tabellenanhang) zusammen- 
gestellt. 


Tabelle 7. 

Mol osmot. | rel. Mol | osmot. rel. 
je Liter | Wert | Dampfsp. je Liter | Wert | Dampfsp. 
Lésung in Atm. jin Prozent’ Lésung in Atm. | in Prozent 

| | | | 
a) NaCl. 0,1 | 4,83) 99,7 |b)Saccharose) 1,1. | 39,8) 97,1 

0,6 | 26,7 98,1 1B 45,4 / 96,7 

0,7 DOV aus Odo j aes 51,6 96,2 

0,8 34,2' |. .97,5 1,4 | 68;4-| ~ 95,7 

1,0 43,2 | 96,8 1,5 65,8 | 95,2 

1,2 53,5 | 96,1 1,6 73,9 | 94,6 

1,3. | pees foot 1,83 96,5 | 93,0 

1,5 69,0 | 95,0 2,43 | 186 87,0 

| ie OY } SET. (O80 pes 

29 142 | 89,9 PG te OTE 1) Loe eA 
3,4 199 Se, SG, 1 (gesattigt) | / 

LoNS,0” | 207 i a. | 

| 5,4 369 | 75,8 

(gesittigt) | 


IV. Besprechung. 


I. Unsere sparlichen Experimente tiber die untersten Grenzen der 
Luftfeuchtigkeit, bei der die Sporen noch zu keimen vermégen, haben fiir 
tunesische Pilze keine niedrigeren Werte als fiir oberbayrische ergeben, 
nimlich z. B. 83% bzw. 81% r. D. fiir zwei Penicillium-Stimme, 86%, 
baw. 87% r. D. fiir Aspergillus niger. Diese Werte erscheinen auffallig 
hoch gegentiber den von HEINTZELER mitgeteilten, nimlich 77,8% r. D. 
fiir Penicillium sp. und 79,0% r. D. fiir Aspergillus niger. Was dieser 
Unterschied der Ergebnisse bedeutet, ist zur Zeit nicht zu sagen, aber die 
relativen Werte sind fiir unsere Fragestellung wichtiger als die absoluten. 
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II. Auch die Widerstandsfahigkeit der Sporen und Mycelien gegen 
konzentrierte Lésungen giftiger Salze wie NaCl, N aNO, und KCl ist bei 
den afrikanischen Pilzen von salzreichen Standorten nicht hoher als bei 
den einheimischen. Was die absoluten Werte der eben noch vertragenen 
Konzentrationen betrifft, stimmen unsere Befunde mit denen von 
HEINTZELER nahe iiberein (vgl. Tab. 6). So extrem an NaCl-Lésung an- 
gepaBte Penicillium- und Aspergillus-Formen, wie PreTrowa sie in Salz- 
solen fand, sind uns im Erdboden nicht vorgekommen; der Abstand 
zwischen 26,49, und 18% NaCl ist recht groB. Na,SO,, KNO;, K,SO,, 
CaSO, und MgSO, haben sich auch in gesittigten Lésungen als nicht 
giftig erwiesen, wohl wegen ihrer geringeren, teilweise recht geringen 
Léslichkeit; Hemmungserscheinungen wurden zwar beobachtet, waren 
aber meist recht geringfiigig. 

III. Daf in Sporen Gasblasen auftreten, ohne daB die Keimfahigkeit 
verloren geht, wie wir an den Conidien von Helminthosporium und Alter- 
naria und an den Ascosporen von Sordaria fanden, ist wohl noch nicht 
beschrieben. Man wird jetzt auch in anderen dickwandigen Pilzsporen 
danach suchen miissen. 

Kuster stellt noch in der 2. Auflage seines an Stoff so reichen Zellenbuches 
(1951, S. 458) der ,,alten Erfahrung, daB Gasblasen nur in toten Zellen erscheinen 
k6nnten“, nur die Tatsache der Gasvacuolen bei den Blaualgen entgegen. Warum 
er die der ,,alten Erfahrung* widersprechenden Angaben von ScHRODER (1886), 
STEINBRINCK (1903), Horie (1915), Renner (1932, 1942), Lavi (1938) iiber die 
Gewohnlichkeit des Auftretens von Luftblasen in den Zellen von Laub- und Leber- 
moosen ignoriert, ist schwer zu verstehen. Von Diatomeen berichtet KtstEr (1949), 
daB ihre Zellen beim Eintrocknen Luft eindringen lassen und dabei getétet werden; 


zu Kohasionsspannungen kommt es bei Cymatoplewra, deren Zellen, wenn das 
Fiillwasser reiBt, vom Objekttrager wegspringen (auch 1951, S. 699 erwahnt). 


Von terrestrischen und epiphytischen Algen, die das Austrocknen er- 
tragen, wie Cyanophyceen, Pleurococcus, Trentepohliaceen und Zygo- 
gonium, ist bekannt, daB sie sehr dichtes Plasma fast ohne Vacuolen 
besitzen und beim Eintrocknen sich bald mehr, bald weniger deformieren, 
ohne da& Risse im Plasma auftreten (FritscH, 1922; RENNER, 1932, 
S. 217ff. und 8. 237). 

Mit der Bildung von Gasblasen in den Conidien von Helminthosporium, 
Alternaria und Sordaria sind unter alteren Beobachtungen nur die von 
RENNER (1932) und seiner Schiilerin Lavé (1938) an Hyphen von 
Flechtenpilzen zu vergleichen. Die Blasen bilden sich tiber Losungen von 
1,2—1,5 mol NaCl bei Peltigera, von 2—2,5 mol bei Xanthoria und Ceéra- 
ria, und zwar nur in lebenden Zellen (Lavs, S. 214ff.). In der Nahe der 
kritischen Konzentration geniigt geringe Erwirmung, wie sie die Be- 
leuchtung vom Mikroskopspiegel her verursacht, um die Blasen erscheinen 
zu lassen. Das ist das gleiche Verhalten, wie wir es bei unseren Conidien 
beobachtet haben; die anzulegende Saugung ist bei den Flechtenhyphen 
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so hoch wie oder héher als bei den Conidien von Helminthosporium 
(1,3 mol NaCl), aber nie so hoch wie bei den Conidien von Alternaria 
(3,4 mol NaCl). 

Bei den Flechtenhyphen ist die Plasmolyse leicht zu beobachten, weil 
die Membran nicht nach innen aufquillt. Wenn Plasmolyse bei 1,0 mol 
NaCl eintritt, Blasenbildung tiber der Lésung bei 1,5 mol NaCl, so bleibt 
fiir Kohisionsspannung ein Betrag von 23 Atm., entsprechend 0,5 mol 
NaCl. Bei unseren Pilzconidien ist die Grenzplasmolyse nicht scharf zu 
fassen, aber als Aquivalent (vgl. RENNER, 1932, S. 243; Laus, 8. 216) 
ist die Konzentration der Salzlésung bestimmt, bei der die Blasen wieder 
verschwinden, und diese liegt nicht weit unter der Grenzkonzentration 
fiir das Auftreten der Blasen. Der Unterschied scheint fiir Helmintho- 
sporium einige Zehntel mol NaCl zu betragen. Die Kohasionsspannung 
vor dem ,,Springen“ der Zellen ist also weit geringer als beim Farnanulus, 
aber sie geniigt doch, um eine leichte Deformation der Zellen hervor- 
zurufen, die mit dem ,,Springen“ zuriickgeht. 

Es lohnt sich wohl, die Verhaltnisse des Anulus vergleichsweise kurz zu be- 
trachten, und zwar der Einfachheit wegen des toten Anulus. Auch der durch das 
Springen getétete und dann in heiBem Wasser ausgelaugte Anulus entwickelt in 
seinen blasenfiihrenden Zellen noch eine osmotische Saugung, die 7,5 Atm. ent- 
spricht (RENNER, 1915, 8.654). Im Dampfraum miissen also die Blasen tiber 
Lésungen von 1 mol NaCl und 1,2 mol Rohrzucker (45 Atm.) ebenso erhalten 
bleiben wie in einer solchen Zuckerlésung. Das war bei sorgfaltiger Konstant- 
haltung der Temperatur auch der Fall. Beim ersten Versuch mit 1 mol NaCl da- 
gegen verschwanden die Blasen tiber Nacht, aber dabei waren die Anuli etwas 
gestreckt. Der Erfolg ist zu verstehen unter der Annahme, daB infolge von Tem- 
peraturschwankungen sich Wasser auf den Sporangien kondensiert hatte, das den 
Anuluszellen erlaubte, sich von Luft zu befreien. Als sich Temperatur und Dampf- 
spannung im ganzen Raum wieder ausglichen, verloren die Anuluszellen Wasser, 
aber Blasenbildung war bei der geringen Saugung durch die Kohasion des Wassers 


verhindert. DaB das Fiillwasser sich unter Zug befand, zeigte die leichte, zur 
Streckung des Anulus fiihrende Deformation der Zellen. 


DaB das Auftreten von Gasblasen in den Hyphen der Flechtenpilze 
und in den Conidien unserer Imperfecti emen Lebensvorgang darstellt, 


anders als beim Farnanulus, ist nicht zu bezweifeln. Die abgetéteten 
Zellen werden beim Austrocknen flachgedriickt, ohne da8 sie ,,springen‘‘. 


Die Blase scheint, wenn die Conidien etwa in Zuckerlésung beobachtet 
werden, von vornherein in der Mitte der. Zelle, nicht zwischen Wand 
und Plasma zu entstehen, und sie dehnt sich unter Ausgleichung der 
Wanddeformation rasch so weit aus, daB sie einen groBen Teil des Lumens 
einnimmt. Ob die winzigen Vacuolen, die das Plasma durchsetzen, den 
Ort der Blasenentstehung darstellen, konnten wir nicht ausmachen; in 
manchen vollig reifen Conidien scheinen die Vacuolen submikroskopisch 
klein geworden zu sein. Wenn die Vacuolen bei starker Plasmorhiknose 
in Salzlésungen verschwunden sind, erscheinen sie wieder bei Uber- 
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fuhrung der Conidien in Wasser. Beim Einlegen lebender, rhiknotischer 
Conidien in konzentriertes Glycerin erscheinen, wie 8.33 erwahnt, 
Blasen; also antwortet auch der durch Wasserentziehung kontrahierte 
Protoplast auf neuerliche Saugung mit Blasenbildung. 

Sollte das ,,Springen“ einen rein mechanischen Vorgang darstellen, 
mi®8ten in den Zellen Orte von schwacher Adhiasion zwischen dem Wasser 
der — teilweise submikroskopisch kleinen — Vacuolen und dem Plasma 

vorhanden sein, wie es etwa hochgradig hydrophobe Kérper sein kénnten. 
Bei der Abtétung wiirden die maBgebenden Strukturen zerstért. Es ist 
auch schon daran gedacht worden, dafs das Plasma aktiv kleine Mengen 
Gas ausscheidet. - 

Die dkologische Bedeutung des Blasenentstehens liegt wohl darin, daB 
die Zellen beim Austrocknen nicht zu stark deformiert werden. Wie in 
allen ahnlichen Fallen werden die Blasen zunachst Wasserdampf ent- 
halten, aber friiher oder spater Luft von Atmospharendruck. Diese Luft lést 
sich bei Wasserzutritt sehr rasch, weil sie dann unter hohem Druck steht. 

Kin zweiter Anpassungscharakter ist die hohe Quellbarkeit der Innen- 
schichten der Membran in den Conidien von Helminthosporium und Alter- 
naria. Da dieselbe Kigentiimlichkeit sich bei den Thalli mariner Algen 
wiederfindet, die in der Gezeitenzone starken Konzentrationsschwan- 
kungen ausgesetzt sind, ist sie wohl als Anpassung an diesen Standorts- 
faktor zu verstehen: in hypertonischem Medium bleibt echte Plasmolyse, 
Loslosung des Protoplasten von der Wand, mit ihren schidigenden Folgen 
aus. 

Auf das Vorhandensein leicht quellbarer Substanz in der nachsten 
Nahe des Protoplasten wird es auch zuriickzufiihren sein, dai die Conidien 
von Alternaria und Helminthosporium, anders als die Sporen von Mucor, 
Aspergillus usw., bei geniigender Luftfeuchtigkeit selbst auf trockenem 
Glas keimen kénnen. Mit der Beschaffenheit dieser inneren Membran- 
schichten wird es auch wohl zusammenhingen, daB trockene Conidien 
der beiden Imperfecti schon beim Anhauchen sich ihrer Gasblasen ent- 
ledigen. 


V. Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse. 


I. Die gepriiften tunesischen Schimmelpilze waren oberbayrischen in 
der Fahigkeit, bei niederer Luftfeuchtigkeit zu keimen, nicht tiberlegen. 

II. Na,SO,, K,SO,, KNO,, CaSO, und MgSO,, erwiesen sich noch in 
gesittigter Losung als ungiftig nicht nur fiir Pilze von salzreichen Stand- 
orten Tunesiens, sondern auch fiir oberbayrische. Giftig wirken hohere 
Konzentrationen von KCl, NaNO, und vollends NaCl auch auf die tune- 
sischen Formen. 

III. In den mehrzelligen, dickwandigen Conidien von Helmintho- 
sporium und Alternaria treten beim Austrocknen Luftblasen auf, die bei 
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Wasserzutritt verschwinden, und danach kann die Keimung schon nach 
3—4 Std erfolgen. Sonst wurden Luftblasen noch in den Ascosporen von 
Sordaria gefunden, aber nicht in den Sporen anderer Pilze, und ebenso- 
wenig in denen von Moosen und Farnen und in Pollenkérnern. 


Die Zellwande der Conidien von Alternaria lésen sich in 50% iger Chrom- 
siure leicht, die von Helminthosporium nicht, die der Ascosporen von 
Sordaria nicht einmal in kochender. Am leichtesten durchlassig fiir Wasser 
und Salze sind dementsprechend die Membranen der Conidien von Alter- 
naria. 


Die ausgetrockneten Conidien der beiden Imperfecti entledigen sich der 
Luftblasen schon beim Anhauchen, und beim Wiederaustrocknen er- 
scheinen die Blasen erneut. Bei Zugabe von Wasser verschwinden die 
Blasen in Sekunden, langsam in Rohrzuckerlésung bis zu einer Konzen- 
tration von 1,3 mol (52 Atm. — 96% relat. Dampfspannung) bei Hel- 
minthosporium, bis zu 2,5 mol (200 Atm. — 86% relat. Dampfspannung) 
bei Alternaria. Dieselben Zuckerkonzentrationen stellen die Grenze fiir 
das Verschwinden der Blasen dar, wenn die trockenen Conidien in kleinen — 
Kammern iiber den Lésungen exponiert werden, und tiber isotonischen 
Lésungen von NaCl verhalten sie sich ebenso. Sobald die Blasen weg- 
gelést sind, kénnen die Conidien im Dampfraum sogar auf trockenem 
Glas, nicht nur auf Gallerten wie Tragant und Gelatine, auskeimen. 


Die Dampfspannungswerte, bei denen in wassergesattigten Conidien 
Blasen auftreten, liegen wenig niedriger als die, bei denen die Blasen 
verschwinden. 


In Rohrzuckerlésung entstehen kleine, bald wieder vergehende Blasen 
schon bei 1,1 mol (Helminthosporiwm) bzw. bei 1,8 mol (Alternaria). GroBe, 
erst im Lauf von Tagen zuriickgehende Blasen bilden sich in konzen- 
triertem Glycerin; nach Auflésung der Blasen im eindringenden Glycerin 
ist die Keimfahigkeit zerstért. 


Kine gewisse Deformation der AuBenmembran der Conidien ist fiir das 
» Springen™ der Zellen nétig, aber die erforderliche Spannung betragt 
wenige Atm., und das Springen ist, anders als beim Farnanulus, an den 
lebenden Zustand gebunden. ; 


Das Plasma der reifen Conidien ist sehr dicht, héchstens von vielen 
winzigen Vacuolen durchsetzt. Beim ,,Springen‘‘ entsteht im Zentrum 
eine sich rasch vergréBernde Gasvacuole, die bei Wasserzutritt in dem 
aufquellenden Plasma weggelést wird. 


Durch Hitze oder durch Alkohol getétete Conidien zeigen in Wasser 
die Zellwiinde nach innen stark aufgequollen und die Protoplasten ent- 
sprechend kontrahiert. Ein ganz ahnliches Bild bieten die Conidien in 
starken Salzlésungen; an die Stelle der Plasmolyse tritt, wie von den 


Untersuchungen iiber Schimmelpilze bayrischer und tunesischer Béden. 2. 43 


Thalli mariner Algen bekannt, eine Kontraktion des Protoplasten, der 
sich von der aufquellenden Membran nicht loslést, die Plasmorhiknose. 


Fahigkeit zur Blasenbildung und Quellbarkeit der Membranen sind 
vielleicht als xerophile bzw. halophile Anpassungscharaktere zu verstehen. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. O. RENNER, bin ich fiir die An- 
regung zu der vorstehenden Arbeit und fiir ihre stete Forderung zu griéBtem Dank 
verpflichtet. 
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RusKa, Berlin.) 


Zur Chemie und zum submikroskopischen Aufbau 
der Zellwinde, Scheiden und Gallerten von Cyanophyceen*. 
II. Mitteilung der Reihe: 
Zellmorphologische und zellphysiologische Studien an Cyanophyceen **, 


Von 
INGEBORG METZNER. 


Mit 24 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 23. Dezember 1954.) 


Die Untersuchungen tiber die morphologische Struktur der Cyano- 
phyceenzelle sowie die chemische Natur ihrer Zellmembran, Scheide und 
Gallerte konnen trotz der vorliegenden umfangreichen Literatur nicht 
als abgeschlossen gelten, da sich die Angaben der einzelnen Autoren zu 
stark widersprechen. In den Arbeiten fehlt haufig eine scharfe Unter- 
scheidung zwischen der Zellmembran und der Scheide; ungeklart sind 
auch die Fragen, ob der Plasmakorper von einer ein- oder zweischichtigen 
Zellmembran umgeben wird und ob die Zellmembran ahnlich einer 
Pellicula mit dem Plasma verwachsen ist oder nicht. Ferner ist die Frage 
uber das Vorhandensein von Plasmodesmen, wie sie bei den hodheren 
Pflanzen bestehen, noch nicht entschieden. Die bisherigen lichtmikro- 
skopischen Untersuchungen tiber eine Struktur der Zellmembran, der 
Scheide und der Gallerte haben noch zu keinen klaren Ergebnissen ge- 
fiihrt, und unsere Vorstellungen dariiber sind mehr hypothetischer Art. 


1. Literaturiibersicht. 


Die verschiedenen Meinungen iiber die chemische Zusammensetzung der Zell- 
membran hat DRrawertT (1949) in seiner Literaturzusammenfassung dargelegt. 
Heute ist man allgemein der Auffassung (Kyxry 1946, Drawerr 1949), daB die 
Zellwinde der Cyanophyceen vorwiegend aus Pectinstoffen bestehen. Nach KyLin 
treten die Pectine in der Wand als das Ca-Mg-Salz einer Atherschwefelsaure auf, und 
Cellulose soll sich in geringen Mengen nach Entfernen der Pectinstoffe nachweisen 
lassen. Mamutt (1920) dagegen nimmt Pectine nur als Begleitstoffe der Cellulose an. 

Auch tiber die chemischen Substanzen der Scheide liegen nur unsichere Ergeb- 
nisse vor. Wahrend HxGuer (1901) und Kout (1903) noch der Auffassung waren, 
daB die Scheide aus Chitin besteht, konnten in erster Linie Kiern (1915) und 
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Panrnt (1924) eindeutig das Fehlen von Chitin beweisen. Kou (1903) stellte fast 
vollige Cellulosefreiheit fest. Kiery (1915) fand dagegen in den Scheiden aller 
Scytonemataceae, Rivulariaceae und der Oscillatoriacee Schizothrix Cellulose mit 
Hilfe der Jodschwefelsiuremethode nach Vorbehandlung mit dem van WIssE- 
Lincuschen Glycerinverfahren. BHaRADWAJA (1933/34) nimmt an, daB die Scheiden 
aus Pectinstoffen bestehen, die manchmal von Cellulose begleitet werden. MUHL- 
porF (1938) bezeichnet die chemische Substanz der Scheiden als eine »,weiche 
gallertige pectinhaltige Masse“*. Frrrscu (1945) halt auf Grund der Farbbarkeit mit 
den basischen Farbstoffen Rutheniumrot und Neutralrot die Gegenwart von Pectin- 
stoffen (bei Chroococcales, Nostocales und Oscillatoriaceae) fiir wahrscheinlich. 
BrINGMANN (1951) beobachtet negative Chlorzinkjodreaktion, woraus er schlieBt, 
daB nicht Cellulose, sondern Pectine und Hemicellulosen die Bausteine des Scheiden- 
netzes bilden. Surry (1951) gibt zusammenfassend als chemische Substanz ein 
,hyalin gelatindses Material‘‘ an, das hauptsachlich Pectin enthalt. Die Gegenwart 
von Hemicellulosen nimmt er bei einigen Scytonemataceae, Rivulariaceae und 
Oscillatoriaceae an. 

Fiir die Gallerthiillen werden als chemische Substanzen ebenfalls Pectinstoffe 
wahrscheinlich gemacht (Kiet 1915). 


Schon friih wurde die Frage nach einer Membranstrukturierung und nach 
eventuell vorhandenen Poren aufgeworfen. KoutKwirTz (1896) beschreibt bei Oscilla- 
toria maxima zahlreiche feine Streifensysteme nach Behandlung mit Eau de Javelle 
und Farbung mit waBriger Safraninldsung. CoRRENS (1897) berichtet von einer 
Netzstruktur, die er nach gleichzeitiger Behandlung mit Pepsin-Glycerin-Salzsiure, 
Chromsaure, 2% iger Kalilauge und anschlieBender Farbung mit Carbolfuchsin 
erhalt. Die Maschen verlaufen in zwei in einem spitzen Winkel sich kreuzenden 
schrag ansteigenden Richtungen. Die in dem Netz liegenden helleren Maschen halt er 
fiir Griibchen oder Tiipfel, wahrend KoiKkwirz die wahrscheinlich gleiche Erschei- 
nung als Warzchenstruktur deutet. Scumrp (1921) beobachtet nach Behandlung mit 
Jod-Jodkalium-Schwefelsiure in der Liingsmembran zarte Linien, die haufig nach 
innen knétchenartig endigen. Er vergleicht diese Struktur mit den Porenapparaten 
der Desmidiaceen (LUTKEMULLER 1902). An den Stellen, wo die Quermembranen 
ansetzen, fehlen seiner Meinung nach die Poren. In den Quermembranen glaubt 
Scumip 3, 10 und mehr, einmal 15 Poren zu erkennen. GEITLER (1925) gibt fiir die 
zweite auBere Membranschicht zarte sich tiberkreuzende Liniensysteme an, dabei 
soll es sich vielleicht um Maschen handeln, durch die die Gallertausscheidung fiir die 
Scheide erfolgen kénnte. Alle diese Befunde, deren Angaben wohl vorwiegend auf 
optischen Tauschungen beruhen, beziehen sich auf lichtmikroskopische Beobach- 
tungen. BRINGMANN (1951) hat Lyngbya elektronenmikroskopisch untersucht und 
stellt fest, daf’ die Scheiden in zweierlei Ausbildungen sichtbar werden, einer 
homogenen Form mit einer nach Schrigbedampfung erkennbaren Héckerbildung 
und einer Form mit Netzstruktur. 

Das Vorkommen von Plasmaverbindungen durch eventuell vorhandene Tiipfel- 
kanile ist ebenfalls noch nicht geklart. Kon (1903) konnte mit Hilfe von Carbol- 
fuchsin seiner Meinung nach Plasmaverbindungen sichtbar machen. Nach GErrrLEeR 
(1925) unterscheiden sich die Hormogonales von den Chamaesiphonales unter ande- 
rem durch den Besitz von Plasmaverbindungen. Dagegen stellt MitHiporr (1938). 
auBer bei den Chroococcales und Chamaesiphonales auch bei den Hormogonales Zell- 
briickenfreiheit fest. Bei der Hormogonale Stawromatonema viride weist er in den 
Quermembranen allerdings Tiipfelkanéle nach. GerrrLer (1938) schlieBt diese 
Kontroverse damit ab: ,,Sie (damit meint er die Hormogonales) besitzen zwar keine 
Plasmodesmen, sind aber — richtig verstanden — so gebaut, ,als ob‘ sie Plasmodes- 
men besaifen,“ 
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Auch die Frage, wieviel Membranschichten den Plasmakorper umhiillen, steht 
10ch offen. GurrnER (1925) nimmt an, da® an den Langswanden eine zweite 
lembranschicht hinzutreten kann, die die Zellwande nicht allseitig, sondern hohl- 
ylinderartig umgibt. Miuiporr (1938) spricht von mehreren Membranhiillen, von 
lenen die innerste mit einer Pellicula zu vergleichen ware. Auch FRrTscH (1945) 
interscheidet ,,die innere Hautschicht*‘ (LEMMERMANN) oder ,,plasmatische Grenz- 
aut‘* (KRENNER) und die ,,Wandschicht‘‘ (LEMMERMANN). Bei den Chroococcales 
chlieBen nach Fritscn beide Wandschichten den Protoplasten vollstandig ein. Bei 
len fadenférmigen Typen bildet die Wandschicht eine zylindrische Hiille, welche bei 
scillatoria durchgehend, bei Anabaena aber unterbrochen ist. Alle anderen Autoren 
prechen nur von einer einschichtigen Zellwand. 


Auf Grund der Vorstellung einer mehr oder weniger plasmatischen Beschaffenheit 
ler Zellwand und einer eventuellen Verwachsung derselben mit dem Plasma ist man 
ligemein der Auffassung, daB gewisse Eigenschaften der Cyanophyceen-Membran 
ie einer tierischen Pellicula (MtHiporF 1938, 1951) ahnlich machen. So halt 
"RITSCH (1945) den plasmatischen Ursprung der inneren Hautschicht und die feste 
ferbundenheit mit dem Protoplasma fiir wahrscheinlich. DraweErt (1949) be- 
eichnet ,,die mit dem Plasma fest verwachsene Zellwand“ als ein ,,durch Pectin und 
femicellulosen verstarktes pelliculaartiges semipermeables Gebilde‘. v. ZastRow 
1953) nimmt eine Verwachsung von Plasma und Zellmembran nur bei jiingeren 
ellen an — denn nur bei diesen beobachtete die Verfasserin Krampfplasmolyse. 


2. Problemstellung. 


Der gegebene Literaturauszug zeigt deutlich, wie weit entfernt wir 
loch von einer endgiiltigen Aussage tiber die wahre Beschaffenheit der 
fembran einer Cyanophyceenzelle sowohl in chemischer wie in morpho- 
ogischer Richtung sind. Es sollte daher versucht werden, mit den in der 
fikrochemie allgemein angewandten Lésungs- und Farbreaktionen 
owie mit Hilfe des fermentativen Abbaus die chemischen Substanzen 
er Zellmembran und der Scheide herauszufinden. Da das Auflosungs- 
ermégen des Lichtmikroskopes fiir eine genauere Ermittlung der Ver- 
nderlichkeit der Membran gegeniiber chemischen Eingriffen nicht immer 
usreicht, wurde das Elektronenmikroskop zum Vergleich mit heran- 
ezogen. Ferner sollte mit Hilfe des Elektronenmikroskopes die sub- 
1ikroskopische Struktur der Lings- und Querwande sowie der Scheiden 
nd Gallerten aufgezeigt werden. 


I. Material und Methoden. 


Zur Untersuchung gelangten Cyanophyceen aus der Ordnung der H ormogonales, 
nd zwar der Familien der Rivulariaceae, Scytonemataceae, Nostocaceae und Oscilla- 
riaceae. Es wurde mit folgenden 10 Arten gearbeitet: Gloeotrichia natans, Scyto- 
ma Julianum, Tolypothrix tenuis, Nostoc spec., Anabaena spec., Cylindrospermum 
ec., Oscillatoria sancta, O. Okent, O. Borneti und Lyngbya aerugineo-coerulea?. 


1 Herrn Privatdozent Dr. G. Brrnemann danke ich fiir die Uberlassung seiner 
yngb ya-Kulturen. 
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Die Algen wurden in KNopscher Nahrlésung in Petri-Schalen kultiviert. Das 
fliissige Nahrmedium zeigte sich fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen 
geeigneter als Agarplatten, da sich die Objekte aus diesem besser isolieren und 
reinigen lieBen. Fiir die fermentativen Abbauversuche sowie fiir die elektronen- 
mikroskopischen Praparationsmethoden erwies sich eine Fixierung mit 96% igem 
Alkohol als giinstig; Osmiumtetroxyddampf, Flemming-Gemisch und Formol wur- 
den ebenfalls als Fixierungsmittel verwendet. Die spezifischen lichtmikroskopischen 
Reaktionen werden jeweils an den betreffenden Stellen beschrieben. Die Versuche 
wurden zur Kontrolle waihrend verschiedener Jahreszeiten mehrere Male wiederholt. 


Fiir die Abbildung der Objekte im Elektronenmikroskop muBten die Algen nach 
der mechanischen oder chemischen Behandlung zur Reinigung mehrmals in Aqua 
dest. abzentrifugiert werden (3000 U/min). Vor dem Auftropfen der Praparate auf 
die Blenden erwies sich zur feineren Auffaserung und besseren Verteilung des 
Algenmaterials eine Beschallung im Siemens-Beschallgerat mit einer Héchst- 
frequenz von 10 KHz als giinstig. Zur Zertriimmerung der Algen diente ein Homo- 
genisator (Firma Schmidt, Berlin-Spandau). Da die Zellwande, wie sich heraus- 
stellte, im Elektronenmikroskop nur einen geringen Kontrast zeigten, wurde zur 
Kontrastverstarkung auch die Schragbedampfung mit Schwermetallen oder ihren 
Oxyden, vorzugsweise Wolframoxyd, angewendet. Hierfiir wurde das Objekt im 
Hochvakuum unter einem Winkel zwischen 20—45° und in besonderen Fallen bis 
zu 80° bedampft. Eine weitere Kontrastierungsméglichkeit konnte durch die be- 
sonders bei Kollagenfasern benutzte Methode der spezifischen Schwermetall- 
impragnierung und Anlagerung nach GOmMORI und Nastas erhalten werden. Neben 
der direkten Abbildung der Objekte im Elektronenmikroskop kam als vergleichende 
Praparationstechnik das Abdruckverfahren nach Mant (1945) sowie das sogenannte 
Pseudoabdruckverfahren nach K6nte (1953) zur Anwendung. Hierfiir wurden die 
auf der Fliissigkeitsoberfliche der Nahrlésung schwimmenden Algen auf licht- 
mikroskopischen Glasobjekttragern aufgefischt. Nach dem Trocknen hafteten die 
Algen so fest auf dem Objekttriager, daB, ohne die ganzen Algen mitzureiBen, ein 
Abdruck von der Oberfliche der Fiden abgenommen werden konnte. Als Abdruck- 
folien dienten Zaponlack und Triafol. Wurden die Zaponlackfolien mit Amzyl- 
acetat sehr stark angefeuchtet und die Folien nicht nur wenige Minuten, sondern 
einige Stunden auf den Objekten gelassen, so blieben beim AbreiBen der Folien 
neben Objektabdriicken ganze Algenfaden haften, haufig aber wurde nur die oberste 
Zellwand bzw. Scheidenwand mitgerissen. Die Algenfiden lieBen sich nicht durch- 
strahlen, jedoch bot diese Praparationsmethodik eine gute Beobachtungsméglich- 
keit fiir die abgerissenen Zellwinde. So konnten mit dem Abdruck- und dem 
Pseudoabdruckverfahren alle Uberginge von relativ dicken Algenfiden bis zum 
Oberflachenabdruck erhalten werden. ; 


Das Elektronenmikroskop bietet uns die Méglichkeit, die Objekte mit Hilfe von 
Stereobildpaaren auch riéumlich zu beobachten. Diese Kontrolle lat erkennen. 
wie weit die Objekte geschrumpft oder gefaltet sind, ob Artefakte durch Ver. 
biegung der Folie vorliegen und wieviel Schichten iibereinander liegen. Ferner 
wurden zur Beurteilung der Objekte Dunkelfeldbilder und Elektronenbeugungs. 
diagramme hergestellt. Klare Beugungsbilder konnten nicht erzielt werden. 
da auf den Blenden selten genug einheitliche Objekte waren, auBerdem handelte 
es sich bei den untersuchten Priparaten ja nicht um eine einheitliche Substanz 
sondern um ein Gemisch verschiedener organischer Stoffe. 

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem elektromagneti 
schen Siemens-Ubermikroskop nach E. Ruska und B. v. BorRrEs, Typ UM 100 


fiir 40—100 KV Beschleunigungsspannung, mit elektronischer Linsenstromregelun; 
und Objektiv-Stigmator erhalten. 
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IL. Versuchsergebnisse. 


A. Lichtmikroskopische Untersuchungen 
an Lellmembranen und Scheiden (Tab. 1). 


1. Losungsreaktionen. 


Zur chemischen Untersuchung wurde zunachst die Léslichkeit in 
Sauren und Basen sowie in spezifischen Reagenzien fiir Cellulose, Pectin- 
stoffe, Cutin und Chitin gepriift. 


In kalten verdiinnten Siuren zeigten die Algen keine Verainderung. Beim 
Kochen in verdiinnter Salzsaiure. lésten sich die Scheiden nach etwa 30 min, nach 
einigen Stunden Einwirkungsdauer zerfielen allmahlich die Zellfaden; bei Lyngbya 
blieben die Querwande allein zuriick. Mit konz. Sauren wie Schwefelsiure, Salz- 
sdure, Salpetersiure konnte bei Zimmertemperatur keine Lésung der Zellwande 
dick bescheideter Arten wie Lyngbya, Tolypothrix und Scytonema erzielt werden, 
es wurde nur ein mehr oder weniger starker Zerfall der Faden erreicht. Die Scheiden 
dieser Gattungen waren nach der Behandlung lichtmikroskopisch nicht mehr zu 
erfassen. Die Zellfiden der Oscillatoria-Arten lésten sich nach 8 Tagen zum groBten 
Teil, Scheiden lieBen sich nicht mehr erkennen. Beim Aufkochen trat sofortige 
Auflésung ein — bei konz. Schwefelsiure mit dunkelbrauner Farbreaktion. 

Eine Behandlung der Algen in konz. Salpetersiure und Kaliumchlorat, dem 
Schulze’schen Gemisch, fiihrte bei Zimmertemperatur zu keiner Lésung, nach 
kurzem Kochen zersetzten sich aber die Faden vollstandig. 

Die Léslichkeit der Faden in 30—50%iger Chromsiure war bei den einzelnen 
Arten verschieden. Die Langs- und Querwiande aller untersuchten Gattungen 
wurden lichtmikroskopisch nicht sichtbar angegriffen. Die Scheiden von Lyngbya 
und Tolypothrix losten sich nach etwa 16 Std, die von Oscillatoria, Gloeotrichia und 
Scytonema blieben dagegen erhalten. 

Mit verdiinnten Laugen zersetzten sich die Faden nach ungefahr 11 stiindigem 
Kochen. In alkoholischer Kalilauge lésten sie sich nach etwa 2stiindigem Hrhitzen. 
In konz. Kalilauge gingen die Algen nach etwa 15 min langem Kochen in Lésung. 
In konz. Ammoniak wurden weder die Zellmembranen noch die Scheiden angegriffen. 

Zum Nachweis von Chitin kochte ich die Blaualgen nach der Anweisung von 
Hecuer (1901) mehrere Male abwechselnd in Wasser und 10% iger Kalilauge, dann 
wurde mit 1%igem Kaliumpermanganat versetzt und das sich dabei bildende 
Mangansuperoxyd mit verdiinnter Salzsaure weggelést. Alkohol und Ather dienten 
zum Nachwaschen. Nach Heauer sollen sich nach Hydrolyse in konz. Salzsiure 
und darauf folgendem Eindampfen des Praparates salzsaure Glucosamin-Kristalle 
bilden. Jedoch verlief diese Reaktion, wie es auch KiErn (1915), Pantyt (1924) und 
Mameri (1920) festgestellt haben, negativ. 

In Kupferoxydammoniak, dem Lésungsmittel fiir Cellulose, lieB sich keine 
Lésung der Zellwande oder der Scheiden erzielen. Wurden die Faden der Gattung 
Lyngbya aber vorher etwa 3 Std mit Eau de Javelle behandelt und dann einige 
Stunden in Cuoxam gebracht, so war ein deutlicher Zerfall zu beobachten. Im 
Elektronenmikroskop lieB jetzt die Scheide ein Fasergeriist mit einer klaren 
Parallelorientierung der Fibrillen erkennen (Abb. la.u.b). Auffallend ist die Lange der 
einzelnen Fibrillen, die bis zu 0,9 « betragen kann. Auch die Zellmembran zeigt in 
der elektronenmikroskopischen Aufnahme ein vernetztes Gewebe, dessen Fibrillen 
aber locker durcheinander geflochten sind (Abb. 2). Es muB allerdings betont werden, 
da von der Zellwand nur dieses einzige Mal eine fibrillare Struktur erkannt 
werden konnte, die sich bei Wiederholung des Versuches nicht reproduzieren lief. 
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Von irgendwelchen SchluBfolgerungen auf die submikroskopische Struktur der Zell- 
wand aus diesem einmaligen Befund muB natiirlich abgesehen werden. 
In Eau de Javelle lésten sich nach etwa 14 Std die Scheiden, und die Zellwande 
begannen bereits nach 3 Std sich zu zersetzen. ; 
Loésungsversuche mit Oxalsiure und Ammonoxalat zur Hydrolysierung von 
Pectinstoffen entsprechend dem Vorgehen von Kerresz (1951) an Baumwoll- 
fasern verliefen negativ. Auch nach einer 24stiindigen Vorbehandlung mit Salz-— 
siure + Alkohol (Preston, 1952) war in Ammonoxalat eine Lésung nicht mdglich. 


Abb.1. Die Scheide von Lyngbya aerugineo-coerulea 

zeigt nach einer Behandlung mit Eau de Javelle 

(3 Std) und anschlieBend mit Cuoxam (3 Tage) 

ein parallel orientiertes Fasergeflecht und einen 

weitgehenden Zerfall in einzelne Fasern. Elek- 

tronenmikroskopische Aufnahme. a Vergr. 14250. 
b Ausschnitt auf 42 750 nachvergréfRert. 


Abb. 2. 

Die Zellwand von Lyngbya aerugineo-coerulea 
zeigt nach derselben Behandlung wie in Abb. 1 
angegeben, ein locker vernetztes Gewebe. 
Elektronenmikroskopische Aufnahme. Vergr. 6800. 


Abb, 2. 


Aus den Ergebnissen der Lésungsreaktionen kann mit Sicher- 
heit auf das Fehlen von Chitin geschlossen werden. Die verhaltnismaBig 
schwere Loslichkeit spricht auch gegen die Anwesenheit von Hemi- 
cellulosen. Offen bleibt aber das Vorkommen von Cellulose und Pectin- 
stoffen — vielleicht des schwerlislichen Protopectins — sowie cutin- 
ihnlicher Stoffe. 

2. Farbreaktionen. 

Es wurde versucht, mit den in der Mikrochemie iiblichen Farb- 
reaktionen fiir Cellulose, Pectinstoffe und Cutine zu einem 
Ergebnis zu kommen. 


Zum Nachweis von Cellulose dienten die Reagenzien Chlorzinkjod und Jod- 
Jodkalium-Schwefelsiure. Mit letzterem Reagens lieB sich in keinem Fall eine 


’ 
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Blaufarbung erzielen. Dagegen farbten sich mit Chlorzinkjod die Zellwiinde von 
Oscillatoria sancta, O. Okeni, Lyngbya, Tolypothrix, Anabaena, Cylindrospermum, 
Gloeotrichia natans und Nostoc schwach violett, die Scheiden zeigten eine hellgelbe 
Farbung. Auch nach vorheriger kurzer Quellung der Scheiden in Cuoxam (FREY- 
WyssLinc u. MtuietHater, 1951) konnte eine Violettfarbung derselben nicht 
beobachtet werden. Ebenso lieB sich nach vorhergehender Fermenteinwirkung 
(Diastase + Trypsin) sowie nach Behandlung mit Sauren (Salzsiure und Chrom- 
saure) keine Violettfarbung weder der Scheiden noch der Zellmembranen erzielen: 
die Zellwande zeigten eine hellgelbe bis gelbbraune Tonung, und die Scheiden bliehen 
vollig farblos. 

Auf Pectinstoffe wurde mit Rutheniumrot (1:5000) und Methylenblau (1: 10000) 
gepriift, jedoch diirfen diese Farbstoffe nicht als unbedingt spezifisch gelten, wie 
noch spater ausgeftihrt werden soll (KrnzEL, 1953). Mit dem ersten Reagens konnte 
bei Oscillatoria sancta sofort nach Zugabe eine intensive Rotfarbung der Zellfaden 
festgestellt werden. Jedoch lieB sich nicht erkennen, ob die Scheide oder die Zell- 
wand diese Reaktion gibt. Oscillatoria Okeni zeigte eine sehr unterschiedliche Farb- 
reaktion: Hinige Faden farbten sich sofort nach Zugabe des Farbstoffes stark rot, 
andere blieben zunachst farblos; nach einigen Minuten jedoch hatten sich fast alle 
Langswande angefarbt. Ebenso verhielten sich die Zellfaden von Cylindrospermum. 
Wie auch schon haufiger in der Literatur erwaihnt, absorbieren Nekriden und End- 
zellen den Farbstoff schneller und geben diesen dann an die umliegenden Zellen 
weiter; nach wenigen Minuten waren aber alle Zellen intensiv gefarbt. Bei Anabaena 
lieBen sich die Langswande nur schwach mit Rutheniumrot anfarben. Auch Oscilla- 
toria Bornett zeigte nur eine geringe Rotfarbung. Bei Lyngbya, Tolypothrix und 
Scytonema Julianum, deren Zellkérper von den Scheiden leicht durch Druck isoliert 
werden konnte, war eine intensive Farbung der Scheide zu beobachten, die Zell- 
wande farbten sich nur wenig. 


Da bei fast allen untersuchten Gattungen sowohl das Plasma als auch 
die Inhaltsstoffe ein deutliches Erkennen der Membranfarbung er- 
schwerten, wurde versucht, den Zellinhalt mit Fermenten (Diastase + 
Trypsin) oder Eau de Javelle vor der Farbung zu entfernen. 


Nach dieser Vorbehandlung farbten sich sowohl Scheiden als auch Zellmem- 
branen bei allen untersuchten Algengattungen sofort intensiv rot. 


Eine Behandlung mit Methylenblau (1: 10000) ergab bei Oscellatoria und Lyngbya 
eine blaue bis blauviolette Farbung der ganzen Zellfaden. 

Ferner versuchte ich, die Cyanophyceen mit Sudan III anzufarben, da Fette 
oder Lipoide in der Membran vermutet wurden und deren positive Farbreaktion 
vielleicht einen Hinweis auf Cutine geben konnte. Nach kurzem Erhitzen in diesem 
Reagens zeigten Oscillatoria sancta und O. Okent eine Rosafarbung unter besonderer 
Betonung der Langswinde. An einzelnen Zellen von Lyngbya und Tolypothrix 
konnten die gleichen Beobachtungen gemacht werden. Die Scheiden blieben bei 
allen Gattungen farblos. Nach einer vorhergehenden Fermentbehandlung war 
keine Farbreaktion mit Sudan III mehr zu erkennen. In einem Parallelversuch 
wurde die Cuticula von Clivia nobilis mit Sudan III behandelt. Eine tief orange- 
rote Farbung zeigte den Unterschied zu der schwach rosaroten Tinktion der 


Blaualgenzellwande. 
Das Ergebnis der Farbreaktion, soweit diese tiberhaupt fiir 
Pectinstoffe als spezifisch angesehen werden diirfen, labt auf die An- 


wesenheit von Pectinstoffen oder pectinahnlicher Substanzen schliefen, 
4* 
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das Vorhandensein von Cellulose bleibt fraglich. Ob sich in den Langs- 
wiinden Fette oder Lipoide bzw. Cutine befinden, 1aBt sich nach der 
Sudan III-Farbung nicht entscheiden. 


3. Hydrolyse mit Fermenten. 


Zur weiteren Klirung der chemischen Zusammensetzung der Zell- 
winde und Scheiden wurde ein fermentativer Abbau der Zellfaden 
versucht. 


Hierfiir dienten folgende Fermente: Diastase (Merck-Darmstadt), Trypsin (Merck- 
Darmstadt), Pepsin (Merck-Darmstadt), Filtragol (Serum-Vertrieb-Berlin), Pectinase 
(Bayer-Leverkusen), Cellulase (Schuchardt-Miinchen), 
Hyaluronidase (Schering-AG). 


Die Zellwand miBte sich unter der Einwirkung 
eiweiBabbauender Fermente lésen, wenn sie plasma- 
tischer Natur ware. Wurden die Algen mehrere Tage 
mit Trypsin (0,3 g gelést in 100 cm® einer 0,3% igen 
Sodalésung — bei 37—40° C) behandelt, so konnte 
das Plasma zum Teil herausgelést werden, die Zell- 
wande zeigten aber keinerlei Abbauerscheinungen. Um 
das Plasma méglichst weitgehend zu entfernen und 
dadurch die Membran deutlicher sichtbar zu machen, 
wurden die Algen vor der Trypsineinwirkung 24 Std 
mit Diastase (0,2%ig bei 50°C) zum Abbau der In- 
haltstoffe, vermutlich Glykogen, behandelt. An den 
Fiiden dickbescheideter Gattungen wie Lyngbya und 
Tolypothrix konnte keine Verainderung an der Zell- 


Bei Oscillatoria 


Ke - SF. 


Abb. 3. Ein Oscillatoria sancta- 
Faden nach Einwirkung von 
Diastase u. Trypsin beschallt. 
Die Plasmakérper fallen aus 
den zerrissenen Lingswinden 
heraus. Hinzelne kreisrunde 
Querwinde sind auf der Abb. 
zu erkennen. 
Lichtmikroskopische Phasen- 
kontrastaufnahme. Vergr.450. 


membran wahrgenommen werden. 
sancta dagegen verhielten sich die einzelnen Faden 
sehr verschieden. Neben vollstindig intakten fanden 
sich einige stark zerfallene Zellfiiden. Bei einzelnen 
nicht abgebauten Faden fielen die Plasmakérper nach 
einer Beschallung wie umgestoBene ,,Geldrollen‘ 
auseinander, was auf eine leichte ZerreiBbarkeit der 
Lingswiinde nach dieser Abbaumethode schlieBen laBt. 
Die Querwinde konnten mit Hilfe dieser Behandlungs- 


weise sehr gut freigelegt werden (Abb. 3). 

In Pepsin-Salzsiure (0,3 g in 100 cm* 0,02%ige HCl bei 37—40° C gelést) 
zeigten weder die Plasmastoffe noch die Zellwainde Verainderungen. 

Zum Abbau von Pectinstoffen dienten Filtragol, ein Pectase-Pectinase-Pra- 
parat, und reine Pectinase. Von Filtragol wurde eine Aufschwemmung in Aqua dest. 
hergestellt, eine Nacht stehen gelassen, dekantiert, mehrere Male filtriert und. bei 
40° zur Untersuchung herangezogen. Nach einer Einwirkung von etwa 3 Tagen 
fielen die einzelnen Zellen in den Scheiden auseinander, nur bei Oscillatoria sancta 
blieben die Zellen mehr oder weniger im Zusammenhang. Die Scheiden wurden nicht 
angegriffen (Abb. 4). Mit reiner Pectinase (0,2% ig, bei 40° C) konnten dagegen keine 
Abbauerscheinungen weder der Zellwainde noch der Scheiden festgestellt werden. 

Fiir die Versuche mit Cellulase zum Abbau der Cellulose wurden 0,2 g Cellulase 
in Acetatpuffer, py 4,62, gelést und die Algenpraparate damit bei 30° C behandelt. 
Es wurden in Alkohol fixiertes Material sowie mit Filtragol (3 Tage) und mit Trypsin 
+ Diastase (3+-4 Tage) vorbehandelte Algen fiir die Abbauversuche verwendet, 
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In allen Fallen fielen die Zellfaden zwar auseinander, aber ein starkerer Abbau der 
Zellwande und Scheiden war auch nach 6 Tagen noch nicht zu erkennen. 

Ein Abbauversuch mit Hyaluronidase verlief negativ (0,045 g in 4,5 cm? Phos- 
phatpuffer, py 6, gelést + 1° NaCl bei 30°C). Nach 3tagiger Behandlung war 
noch keine Veranderung weder der Zellmembran noch der Scheide festzustellen. 

Aus diesen in Tab. 1 zusammengefaBten Abbauversuchen ist zu 
schlieBen, daB Kiweibbestandteile jedenfalls nicht in gréBerer Menge 
an dem Aufbau der Membranen beteiligt sein kénnen, da weder Trypsin 
noch Pepsin die Zellwande starker hydrolysieren. Mit Diastase + Trypsin 
ist lediglich eine leichtere Zerreifbarkeit der Langsmembranen zu er- 
reichen. (Uber eine innere Membranschicht, die vielleicht plasmatischer 
Natur ist, vgl. S. 73.) Mit Cellulase und 
Pectinase ist ein Abbau nicht mdglich, 
doch scheinen sich die Zellwinde mit 
Filtragol zum Teil zu verfliissigen, aller- 
dings 1laBt sich ein restloser Abbau auch 
hier nicht beobachten. Das Vorhanden- 
sein von Hyaluronsaéuren ist nach dem 
negativen Verlauf des Abbaus mit Hyaluro- 
nidase nicht anzunehmen. 

Nach den erhaltenen Ergebnissen der 
Lésungs- und Farbreaktionen sowie der 
fermentativen Abbauversuche k6nnen 
Pectinstoffe als Bestandteile der Scheiden on 
und in geringeren Mengen auch der Zell- Abb. 4. Scytonema Julianwm nach 

F 3tigiger Behandlung mit Filtragol. 
membranen vermutet werden. Cutin oder pie Zelifiden zerfallen in der Scheide. 
cutinahnliche Stoffe waren nach den Er- Dep epee car kates we: 
gebnissen der Losungsreaktion als ein nahme. Vergr. 300. 
Bestandteil der Zellmembran médglich. 

Cellulose 148t sich bei den untersuchten Arten nicht einwandfrei 
nachweisen. Die Méglichkeit einer Maskierung ist natiirlich nicht 


ausgeschlossen. 


B. Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
an Zellmembranen und Scheiden. 


Im Elektronenmikroskop lassen sich ohne die Anwendung mechanischer und 
chemischer Mittel von den Blaualgen nur die Umrisse schwarzer undurchsichtiger 
Faden darstellen. Die Massendicke des Plasmas und der Faden ist zu groB, um 
von den Elektronenstrahlen durchdrungen zu werden. Bei hoher Intensitét kénnen 
diese schwarzen Zellreihen durch die ionisierende Wirkung der Elektronen aber 
aufgehellt werden. Es erfolgt durch den Elektronenbeschu8 ein Abbau der Plasma- 
stoffe wie tiberhaupt aller organischer Substanzen iiber Zwischenstufen zum 
Kohlenstoffgeriist (formbestandige Verkohlung, K6n1a 1953). Auf diese Weise 
erhalt man aber keine Differenzierung der einzelnen morphologischen Struktur- 


bestandteile. 
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Es muBte deshalb versucht werden, die Zellwainde méglichst weit- 
gehend von den Plasmastoffen zu isolieren, um 1. fiir Elektronenstrahlen 
gut aufgehellte Objektbilder zu erhalten und 2. eine Schrumpfung der 
Faden durch das Eintrocknen des Plasmas und die dadurch bedingte 
Zerknitterung und Faltung der Zellwinde zu umgehen. 


1. Isolierung der Zellwande und Scheiden mit mechanischen 
Mitteln: Homogenisierung und Beschallung. 


Zunichst versuchte ich, mit Hilfe des Homogenisators und des Beschallgerates 
Scheiden, Langswande und Quermembranen freizulegen. Das Algenmaterial wurde 
in Aqua dest. suspendiert und im Homogenisator zuerst mit halber Tourenzahl bei 
20000 U/min 5 min, dann bei 40000 U/min 3 min lang zerschnitten. Zur besseren 
Verteilung des Materials und zur Auflockerung des Fasergefiiges hatte sich eine 
daran anschlieBende 10min lange Beschallung als giinstig erwiesen. Durch 
Schallbehandlung allein konnte keine Aufhellung erzielt werden. 

Die durch Homogenisierung und Beschallung isolierten Langswande 
und Quermembranen zeigten keine elektronenmikroskopisch auflosbare 
Struktur. An einzelnen Querwanden traten andeutungsweise Poren auf, 
doch eine genaue Identifizierung war nicht moglich. An den Scheiden 
von Lyngbya — Scheiden anderer Gattungen lieBen sich mit dieser Me- 
thode nicht isolieren — konnten dagegen feine vernetzte Fibrillen und 


Tabelle 1. Die Ergebnisse der Lisw 


Saiuren | | Spezifische 
verd. u. konz. | verd. u. konz. | Chromsiiure | Laugen 
20° C 50° C 30—50% |\Cuoxam) Eau d 
| | 
Oscillatoria |verdtinnt: verd. HCl: verd. 20° C: 
sancta | keine Lésung Liingswinde: keine Lésung, 
konzentriert : nach mehreren | Keine Lésung | nach 1% Std 
Zellfiiden nach | Std. Kochen der Fiden | Kochen gelést | | 
= = 8 Tagen z. T. gelést | 
gelést | 
Oscillatoria Quermembran. : | 
Okeni Scheiden nach | keine Lésung | 
8 Tagen gelist | 
an Scheiden: konz. KOH: Zellfiid 
; no nach 30 min © eo nachio min nach 
Lyngbya Kochen gelist | Zellfiiden: gelost zerfal 
aerugineo- verdiinnt: keine Lésung Keine 
coerulea keine Lésung |konz, H,SO,: Scheiden: konz. NH,OH: | Lésung 
Af konzentriert : sofortige Auf- nach 16 Std keine Scheid 
Zellfaiden nach | lésung mit gelést Veriinderung nae 
Tolypothria 8 Tagen z. T. dunkelbrauner | geldst 
tenuis zerfallen Farbreaktion 
Scheiden: | : Sot ean a Ae 
Seytonema nach 8 Tagen | | 
Julianum gelést ; | 
= ‘gus ar Keine Lésun 
ape <5 fame ae der Fiiden | Mcht gepritt 
tloeotrichia nicht geprt : ad | 
Name i gepriift nicht gepriift 
} 
| 
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grobere parallel orientierte Fasern beobachtet werden entsprechend den 
Befunden nach Eau de Javelle und Cuoxam-Behandlung (siehe 8. 50, 
Abb. la, b). Diese Struktur wurde besonders deutlich an Spaltstiicken, 
deren Fasern durch die Schallwellen bis zu Micellarstringen aufgespalten 
werden konnten. Der Durchmesser dieser Micellarstrange liegt zwischen 
6 und 10 mw. 


2. Untersuchung der Veranderlichkeit der Zellwande und 
Scheiden unter der Einwirkung von Chemikalien. 


a) Séuren und Basen. 


Die Homogenisierung hatte den Nachteil, daB die Laingswainde und Quer- 
membranen durch anhaftende Plasmateilchen stark verschmutzt waren; dadurch 
wurde eine genaue Beurteilung der Objekte sehr erschwert. Es muBte daher, da 
mechanische Mittel versagten, versucht werden, vor der elektronenmikroskopischen 
Abbildung die Plasmabestandteile mit Hilfe von Chemikalien aus den Zellen zu 
entfernen. 


Als Reagenzien wurden zunichst Sauren und Basen gewahlt und 
gleichzeitig ihre verandernde Wirkung auf die Struktur der Zellmembran 
und der Scheiden studiert. Konzentrierte Sauren eignen sich — wie schon 
die lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigten — nicht, da diese 
nach Behandlung der Objekte bei Zimmertemperatur das Plasma nicht 


ionen bei den Hauptversuchsobjekten. 


Farbreaktionen 
| | 
aa pum Jod-Jodkalium . | III 
lat Chlorzinkjod H,S0, Rutheniumrot | Methylenblau Sudan 
| j | 
| | 
| 
| 
Zellfaiden: 
Zelifaden : z. T. stark rot 
schwach violett 
| 
| Scheiden: Lings- und 
Scheiden: intensiv rot me Querwinde: 
A i Zellfaden als % 
| gelblich Cellulose- gefarbt pannedbiag bis) 28" gefirbt 
| ones plau-violett 
} Vv wy A 
Nach Vorbe- meee Nach Ent- gefarbt Scheiden: 
| handlung mit fernung der bleiben farblos 
Fermenten und Plasmastoffe 
Séuren: Zellwinde und 
Cellulose- Scheiden: 
reaktion intensiv rot 
negativ gefarbt 
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abbauten und im Elektronenmikroskop nur schwarze, nicht morpho- 
logisch differenzierte Faden ergaben. Beim Kochen in konzentrierten 
Sauren losten sich die Algen sofort. 

Nach langerem Erhitzen in verdiinnter Salzsiure zersetzten sich die 
Scheiden von Lyngbya, die Zellfiden konnten im Elektronenmikroskop 
aufgenommen werden. Die auBerordentlich zarten Zellwande zeigten 
infolge ihrer Kontrastarmut weder eine Textur noch Poren. Beim 
Kochen in verdiinnter Natronlauge oder Kalilauge (5—10°%) lieB sich 
das Plasma nicht herauslésen, es kontrahierte sich nur stark. Dabei 
entstanden Bilder, die besonders bei 
Oscillatoria Okeni groBere Plasmo- 
desmen vermuten lieBen (Abb. 5). 
Von den Langswinden zog sich das 


‘ 
-_ 


7, tae : on . ee Ss 
Siefer 


Abb. 5. Oscillatoria Okeni nach kurzem Aufkochen 
in 5% iger NaOH. Das Plasma hat sich kontrahiert 
und von den Wiinden zuriickgezogen. Verbin- 
dungen zwischen den Plasmakérpern tiuschen 
relativ grobe Plasmodesmen vor. Um die Plasma- 
k6rper l4Bt sich noch eine zweite Membranschicht 
vermuten. Elektronenmikroskopische Aufnahme. 
Vergr. 4500. 


Abb. 6. Isolierung der Querwinde von Oscil- 
latoria sancta nach einer Behandlung mit 
Diastase und Trypsin und anschlieBender Be- 
schallung. AuBer den verdickten Querwand- 
rindern sind keine Strukturen sichtbar. Die 
dunkleren Plasmak6érper lassen noch eine 
zweite Membranschicht vermuten. Elektronen- 
mikroskopische Aufnahme. Vergr. 1200. 


Plasma fast vollstaéndig zuriick, so dai diese als eine homogen er- 
scheinende, unstrukturierte Membran klar zu erkennen war. Dem 
Plasmak6rper eng anliegend konnte noch eine zweite Membranschicht 
vermutet werden, doch lieB sich auch mit Stereobildpaaren nicht ein- 
wandfrei entscheiden, ob nicht vielleicht doch Membranfalten diese 
zweite Membranschicht vortiiuschten, 


b) Versuche mit Trypsin und Diastase. 

Damit war der weitere Weg der Untersuchungen vorgezeichnet. Die 
erste Aufgabe bestand darin, in den Quermembranen nach Tiipfel- 
kanalen oder Poren zu suchen, durch die Plasmodesmen fiihren kénnten. 
Ferner war die Frage zu kliiren, ob eine ein- oder zweischichtige Membran 
die Plasmakorper einschlieBt. Zur Lésung der ersten Aufgabe muBten 
vor allem die Plasmastoffe aus den Zellen entfernt werden, um eine 
Isolierung der Querwiinde zu erméglichen. Dies gelang — wie bei den 
Abbauversuchen im lichtmikroskopischen Teil bereits geschildert — 
weitgebend durch Hydrolyse mit Fermenten. Am besten eigneten 
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sich Diastase und Trypsin, die ich je 24 Std auf Material einwirken lieB, 
das mit Alkohol fixiert war. Nach der Fermentbehandlung wurden die 
Faden beschallt, wodurch sie zerfielen und die Querwande freigelegt 
werden konnten (Abb. 6). In einem Tropfen aqua dest. lieBen sich die 
Objekte auf Lackfolien auftrocknen. Die elektronenmikroskopischen 
Untersuchungen stimmten mit den im ersten Teil geschilderten licht- 
mikroskopischen Befunden darin iiberein, da® die so behandelten zarten 
kontrastarmen Querwande von Oscillatoria sancta, O. Okeni, Lyngbya, 
Tolypothrix, Anabaena keinerlei Textur, auch 
keine Poren zeigten. Auffallig war bei allen Gat- 
tungen der stark verdickte Rand der Querwande, 
dessen Breite etwa 40 mu betrug. Die Lings- 
wande waren ebenfalls strukturlos. Auch bei 
starkerer VergroBerung und Schrigbedampfung 
wurden weder Texturen noch Poren sichtbar. 

Im Unterschied zu den strukturlosen Lings- 
und Quermembranen zeigten die Scheiden von 
Lyngbya nach dieser Behandlung faserformigen 
Aufbau mit parallel zur Langswand orientierten 
Faserstringen, wie es auch bei dem homogeni- 
sierten Material beobachtet wurde. Der Durch- 
messer der kleinsten Fasern betrug 8,5 mu. Die 
elektronenmikroskopischen Praparate zeigten SAE ae 

é Abb.7. Die Scheide von Lyngbya 
vielfach auBer den strukturlosen, von den  cerugineo-coerulea abt nach Bau 
Langswiinden abgerissenen Quermembranen Pern mney anal 
noch unabgebaute oder nur zum Teil abgebaute — erkennen. Die Vernetzung zwi- 
Plasmakérper, die aus den zerrissenen Zell- “Chen den parallel verlaufenden 


Faserstriangen ist tiberdenbeiden 

wanden herausgefallen waren (Abb. 6). Das — Folienléchern besonders deut- 
A * 5 oe lich. Elektronenmikroskopische 

Stereobild 1éBt um diese Plasmakorper eine a ifnanme. Verar. 16200. 

membranihnliche Haut vermuten, die diese 

vollstandig umhiillt. Diese Membran k6nnte mit der in der Literatur an- 

gedeuteten ,,inneren Hautschicht** identisch sein. Doch muBte diese 


Vermutung noch mit anderen Praparationsmethoden gepriift werden. 


c) Versuche mit Hau de Javelle. 

Durch vorsichtige Behandlung mit Eau de Javelle lieBen sich Zellmembranen 
und Querwinde nicht erfassen, da nach zu kurzer Behandlung eine Durchstrahlung 
der Faden nicht méglich war, nach langerer Einwirkungsdaver sich aber die Zell- 


wande zersetzten. 

Nach einer mehrere Stunden dauernden Einwirkung von Eau de 
Javelle konnten aber sehr saubere Scheiden von Lyngbya erhalten werden. 
Sie zeigten auch nach dieser Behandlung ein reticulires Geriist, dessen 
Fibrillen nicht wirr durcheinandergeflochten waren, sondern deutlich eine 
Hauptrichtung in der Lingsachse des Zellfadens erkennen lieBen. Die Ver- 
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netzung zwischen den einzelnen Faserstrangen ist in den Aufnahmen 
besonders deutlich iiber Folienléchern zu erkennen (Abb. 7). Der Durch- 
messer der feinsten Fasern liegt bei dieser Behandlungz wischen 5,5—8,0 mu. 


a b 


Abb. 8. Querwand von Scytonema Julianum nach 16stiindiger Behandlung mit 50% iger Chromsaure 
mit siebartig angeordneten Poren. a Elektronenmikroskopische Aufnahme. Vergr. 14000. 
6 KinAusschnitt auf 26600 nachvergréfBert. 


d) Versuche mit Oxydationsmitteln. 


2) Chromsdure. Als das weitaus giinstigste Reagens zur Untersuchung der Langs- 
und Quermembranen erwies sich 30—50% ige Chromsiure. Nach einer Anwendungs- 
zeit von 16—19 Std war das Plasma fast vollstandig herausgelést, der Rest kon- 
trahierte sich stark, so daB er nicht bei der Untersuchung der Langswande stérte. 
Nach einer einige Minuten dau- 
ernden Beschallung konnten 
Quermembranen freigelegt wer- 
den. Die so praparierten Algen 
wurden durch mehrmaliges Zen- 
trifugieren in Aqua dest. von 
der Chromsaure gereinigt und 
auf Blenden aufgetragen. ' 

Nach dieser Behandlung 
zeigten die Zellwiinde elek- 
tronenmikroskopisch Ein- 


zelheiten. Sie wiesen zwar 


Abb. 9. Poren in der Querwand von Lyngbya aerugineo- ete 
coerulea nach 16stiindiger Behandlung mit 50% iger Chrom- keine Fasern oder granu- 


siiure. Die Poren hiiufen sich in der Mitte der Membran. lare Strukturen auf, lie- 
Elektronenmikroskopische Aufnahme. : 


Vergr. 14000 auf 37 800 nachvergréBert. Sen aber sowohl in 

der Langsmembran als 

auch in der Querwand zahlreiche Poren erkennen, deren GréBe 
von 15—25 my variierte. Die Quermembranen der Oscillatoria-Arten, 
von Scytonema Julianum und Gloeotrichia natans zeichneten sich durch 
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eine diffuse Verteilung der Poren iiber die ganze Wand aus (Abb. 8a, b). 
Bei Lyngbya dagegen konnte immer wieder eine deutliche Anhaufung 


der Poren im Zentrum der Quermembranen beobachtet werden, nach 
der Peripherie zu traten dieselben 


nur noch vereinzelt auf (Abb. 9). 
Auch bei Tolypothrix fand sich 
bei einzelnen Querwiinden eine 
Anhaufung der Poren in der Mitte 
(Abb. 10a, b). 


Abb. 10. Eine zerstreutporige Querwand von Volypothria tenuis nach 16stiindiger Behandlung mit 
- 50% iger Chromsiure. In der Mitte liegen die Poren etwas dichter als am Rande. 
@ Elektronenmikroskopische Aufnahme. Vergr. 13300. 6 Hin Ausschnitt auf 37800 nachvergroBert. 


Abb. 11. Oscillatoria Okeni nach 19stiindiger Behandlung mit 50% iger Chromsiure. In den Langs- 
wiinden sind parallel zu den Querwinden mehr oder weniger lange Porenketten zu erkennen. 
Zu beiden Seiten der Querwinde befinden sich in den Lingswiinden geschlossene Porenreihen. 
Elektronenmikroskopische Aufnahme nach Bedampfung. Vergr. 14000 auf 63000 nachvergréBert. 


Die Liangswiinde zeigten ebenfalls eine siebartige Anordnung der 
Poren, nur waren diese nicht immer so deutlich sichtbar wie die in den 
Quermembranen. Bei Oscillatoria Okeni lieBen die Poren eine bestimmte 
Anordnung erkennen, 3—10 Poren lagen immer kettenartig aneinander- 
gereiht zu den Querwénden mehr oder weniger parallel orientiert 
(Abb. 11). Bei Gloeotrichia -natans wiesen die Laingswiande einen 
netzartigen lockeren Aufbau mit zahlreichen diinneren Stellen auf 


| 


60 I. METZNER: 


(Abb. 12). Die einzelnen Maschen waren parallel zur Querwand ge- 
richtet. Die Liangswande der Arten Oscillatoria sancta, Lyngbya und 
Tolypothrix lieBen keine bevorzugte Orientierung der Poren, auch keine 
Vernetzung der Membran erkennen, die Poren waren hier mehr oder 
weniger dicht verstreut. Bei Tolypothrix glich die Anordnung der 
Liingswandporen in Dichte und GréBe genau denen der Querwand 
(Abb. 10a, b). 


‘Me 
Se 

Abb. 12. Gloeotrichia natans nach 16stiin- Abb. 13. Oscillatoria Okeni nach 19stiindiger Be- 
digerBehandlung mit 50% iger Chromsiiure. handlung mit 50% iger Chromsiiure. Die Zweischich- 
Die Liingswiinde zeigen einen netzartigen tigkeit der Liingswand ist deutlich zu erkennen. 
lockeren Aufbau mit zahlreichen Durch- Die innere Hautschicht ist von der Chromsiiure 
brechungen. stiirker angegriffen. In der Mitte des Fadens kon- 
BElektronenmikroskopische Aufnahme. trahierte Plasmareste. Elektronenmikroskopische 

Vergr. 7300 auf 13000 nachvergréBert. Aufnahme nach Bedampfung. Vergr. 13500. 


Mit dieser Methode konnte auch eine weitere Frage gelést werden. 
Beobachtungen an vielen Faden von Scytonema Julianum und Oscilla- 
toria sancta sprachen dafiir, da eine zweite Membranschicht vorhanden 
sein muB. An den Langswanden vieler vom Plasma noch nicht 
ganz befreiter Faden der genannten Arten hob sich deutlich 
eine innere Hautschicht ab (Abb. 13). Diese war wesentlich starker 
von der Chromsiiure angegriffen worden als die auBere Schicht, die 
Poren zeigten einen gréBeren Durchmesser und lagen dichter. Durch 
die Schallbehandlung konnten Membranstiicke von den Faden ab- 
gerissen werden, wodurch die beiden iibereinanderliegenden Langs- 
membranschichten noch klarer sichtbar wurden. Abb. 14a, b zeigt als 
unterste Schicht eine von Poren unregelmiBig durchsetzte Haut, 
dariiber die durch Chromsiure stark angegriffene, zerfetzte innere 
Hautschicht. Diese doppelte Membran konnte aber nur in Faden ab- 
gebildet werden, die noch Plasma enthielten. Mit der vollstandigen 
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Hydrolyse des Plasmas léste sich offensichtlich auch die innere Haut- 
schicht. 

Eine weitere auffillige Beobachtung wurde nach der gleichen Be- 
handlungsweise bei den Oscillatoria-Arten gemacht. Zu beiden Seiten 
links und rechts des Querwandrandes sowohl bei fertig aus- 


Abb. 14. Oscillatoria sancta nach 19stiindiger Behandlung mit 50%iger Chromsiiure. An der ab- 
gerissenen Lingswand, die mit der Innenseite nach oben liegt, ist die Zweischichtigkeit klar zu 
erkennen. Oben befindet sich die stirker zersetzte Innenschicht und darunter die zerstreutporige 
AuBenschicht. Zu beiden Seiten der Querwandansitze sind die zusammenhiingenden Porenreihen 
zu sehen. Elektronenmikroskopische Aufnahme. 
a Vergr. 14250. b Ausschnitt auf 42750 nachvergréfBert. 

gebildeten als auch bei unvollsténdigen Quermembranen 
fanden sich geschlossene Porenreihen (Abb. 11). Diese Poren 
zeigten bei allen Faden, wenn sie nicht durch die Elektronenbestrahlung 
gedehnt oder aufgerissen waren, eine konstante Grobe von 7 mu. Kine 
Dehnung war bis zu einer 
Porenweite von 32 my, also 
auf das 4,5 fache der norma- 
len GroBe, moglich, ehe ein 
ZerreiBen auftrat (Abb. 15). 
Die Langswande reiBen an 
den Porenreihen bevorzugt 
ab und lassen die ausge- 
sparten Teile zuriick, wie 
Abb. 15 belegt. Diese dop- 
pelten Porenreihen konnten 
nur bei Oscillatoria-Arten ie es 
festgestellt werden. Ly eles Abb. 15. Oscillatoria sancta mit zum Teil aufgerissener 
bya, Tolypothrix und Gloeo- Porenkette. Vergr. 30000 auf 81 000 nachvergréBert. 
trichia zeigten diese Ketten 

niemals. Nur bei Scytonema fand sich an einem einzigen Faden am 
duBeren Rand einer Querwand eine Kette mit ungleich grofen Poren. 
Die Durchschnittswerte der beobachteten PorengréBen bei den einzelnen 


Arten sind der Tab. 2 zu entnehmen. 
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Tabelle 2. Durchschnittswerte der Porengréfpen in mu. 


Art Querwand Lingswand Kette ; 


i 


Oscillatoria sancta ... . | 13—16 
Oscillatoria Okeni . : 

Lyngbya aerugineo-coerulea 13—16 
Tolypothrix tenuis... . 17 
Scytonema Julianum 10—15 
Gloeotrichia natans . 2 2. 20 


Nicht nur das Studium der Langs- und Querwande erwies sich mit 
dieser Priiparationsmethodik als fruchtbar, sondern auch die nicht sehr 
dicken Scheiden der Oscillatoria-Arten konnten nach Chromsaure- 
behandlung erstmalig elektronenmikroskopisch erfafit werden. Die 
Oscillatoria-Scheiden zeigten wie die von Lyngbya — diese lieBen sich 


Abb. 16. Oseillatoria sancta nach 16stiindiger Chrom- 


siiurebehandlung. Die Scheide besteht aus einem 
dichten regellosen Fasergeflecht. Elektronenmikro- 
skopische Aufnahme nach Bedampfung. 
Vergr. 14000 auf 33 600 nachvergrégert. 


jedoch mit dieser Methode 
nicht abbilden — eine Faser- 
struktur, doch stellten hier 
die einzelnen Fasern ein we- 
sentlich dichteres, wirr durch- 
einandergeflochtenes Gewebe 
dar (Abb. 16). Eine bestimmte 
Orientierung wie bei Lyngbya 
durch parallel gelagerte Faser- 
strange war bei der Gattung 
Oscillatoria nicht zu erkennen. 
Die Anordnung der Fasern 
k6énnte mit den Primaérwanden 
pflanzlicher  Cellulosewande 
verglichen werden (MUHLE- 
THALER, 1950, Abb. 22, 24). 
Der kleinste Faserdurchmesser 
lag zwischen 5,5 und 13 mu: 
Die Scheiden von Scytonema 
Julianum lieben ebenfalls eine 
Auffaserung erkennen, doch 
scheint das reticuliire Faser- 
gertist hier lockerer gebaut 


zu sein; eine bevorzugte Richtung war auch hier nicht zu beobachten. 
In den intermicellaren Capillaren waren amorphe Substanzen, vielleicht 
Pectinstoffe, eingelagert (Abb. 17). Der Durchmesser der feinsten Fasern 
lag bei Seytonema zwischen 7 und 10 mu. Die Scheiden von Gloeotrichia 
natans zeigten ebenfalls ein dichtes, eng gepacktes Fasergeflecht, doch mit 
deutlicher Lingsorientierung der Fasern (Abb. 18). Die einzelnen Fasern 
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waren aber nicht, wie es bei Lyngbya immer wieder beobachtet werden 
konnte, zu dicken Striingen vereinigt. Entsprechend den Befunden an 
AScytonema konnten auch hier Kinlagerungen amorpher Stoffe festgestellt 
werden. Die durchschnittliche 
Faserdicke betrug etwa 13 mu. 
Mit dieser Methode lieB sich 
ferner die Schleimhiille der 
Dauerzelle von Gloeotrichia 
natans abbilden. Diese besteht 
aus einem Jocker vernetzten 
Geriist, in welchem dichte 
-amorpheSubstanzen eingebettet 
liegen (Abb. 19). 

_. Mit Hilfe der Chromsaure- 
-behandlung war es also ge- 
lungen, die aus reiz- und stoff- 
-wechselphysiologischen Griin- 
den schon lange vermuteten 
Poren aufzudecken. ‘ Unent- Abb. 17. Seytonema Julianum nach 16sttindiger 
schieden muff aber die Frage Chromsiurebehandlung. Die Scheide zeigt ein 


bleiben, ob die Protoplasten be- MT, Masrzeesnt nit aporpten arwtn 

nachbarter Zellen durch diese Vergr. 14000 auf 33 600 nachvergrofert. 

Poren in einer plasmatischen 

Verbindung stehen, ob also echte Plasmodesmen vorhanden sind. 
Die vorliegenden Ergebnisse sprechen ferner fiir das Vorhandensein einer 

zweiten inneren Hautschicht, die wesentlich zarter als die iuBere zu sein 


scheint und die bei entsprechender Behandlung wie das Plasma zerfallt. 


Abb. 18. Abb. 19. 


Abb. 18. Gloeotrichia natans nach 16stiindiger Chromsiiurebehandlung. Das Fasergeflecht der Scheide 
weist eine Lingsorientierung auf. Elektronenmikroskopische Aufnahme. Vergr. 7400. 


Abb. 19. Glocotrichia natans nach 16stiindiger Chromsiurebehandlung. Die Schleimhiille der Dauer- 
zelle besteht aus einem locker vernetzten Gertist, in das amorphe Substanzen eingelagert sind. 
Elektronenmikroskopische Aufnahme. Vergr. 7400. 
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Es galt nun, diese Ergebnisse durch weitere Versuchsreihen zu festigen. Zu- 
nachst sollte ermittelt werden, ob die Poren auch nach einer Behandlung mit 
anderen Oxydationsmitteln in Erscheinung treten. Zur Losung dieser Frage wurden 
die Reagentien: konz. Salpetersiiure + Kaliumchlorat bzw. Kaliumehlorid und 


Perhydrol gewahlt. 

Bb) Konz. Salpetersdure +- Kaliwmchlorat. Zar Behandlung mit konz. Salpeter- 
siure + Kaliumchlorat bzw. Kaliumchlorid wurden die Praparate entweder kurz 
erhitzt, oder sie verblieben 16—19 Std in diesem Reagens. Bevor die Algen auf 
Blenden aufgetragen wurden, muBten sie durch mehrmaliges Zentrifugieren in 
Aqua dest. gereinigt werden. Durch eine 
Beschallung lieBen sich wieder Querwande 
isolieren. 

Nur in wenigen Liangs- und Quer- 
wainden von Lyngbya und Oscillatoria 
sancta konnten Poren wirklich deutlich— 
erkannt werden. Sie waren dann diffus 
in den Membranen verteilt. Die GroBe 
der Poren lag zwischen 7 und 13 my. 
Meist aber waren die Zellwande, vor 
allem die Quermembranen, so kontrast- 
arm, daB nicht immer die Gegenwart 
von Poren mit Sicherheit festgestellt 
werden konnte. Die Scheiden von 
Lyngbya und Oscillatoria sancta zeigten 
das mit den anderen Untersuchungs- 
methoden bereits gefundene netzartige 
Fasergertist, bei Lyngbya mit erkenn- 


Abb. 20. Lyngbya aerugineo-coerulea nach 
einerBehandlung mit konz.HNO,+KC103. barer Bevorzugung einer Richtung 
Die einzelnen Fasern der Scheide lagern : 

sich zu dicken Striingen zusammen und und Zusammenlagerung der einzelnen 


zeigen eine Parallelorientierung. Fasern zu dicken Strangen (Abb. 20) 
Elektronenmikroskopische Aufnahme. ‘ % } 
Vergr. 15.000, y) Perhydrol. Mit Perhydrol lieBen 


sich keine Poren in den Zellwiainden 
sichtbar machen, da sich die Praparate von der Kollodiumhaut kaum 
abhoben und der Kontrast zu gering war, um irgendwelche Einzelheiten 
in den Membranen erkennen zu kénnen. Zur Untersuchung wurden die 
Algen 1—3 Tage bei 50° C in Perhydrol gebracht. Das Plasma léste sich 
nach dieser Behandlung fast vollstindig heraus. Die Scheiden von 
Lyngbya und Oscillatoria sancta zeigten das gleiche Bild wie nach 
HNO; + KCIO,-Einwirkung. In das sehr dichte regellose Fasergeflecht 
der Oscillatoria sancta-Scheide war eine amorphe Masse inkrustiert. Die 


Dicke der kleinsten Fasern von Oscillatoria sancta variierte zwischen 
7—13 mu. 


6) Kaliumpermanganat. Kaliumpermanganat wurde ebenfalls als Oxydations- 


mittel angewandt, doch fiihrte diese Priparationsmethode zu keinem Ergebnis, 
da das Plasma nicht herauszulisen war. 


; . ; F 
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e) Versuche mit membransubstanzabbauenden Fermenten: 
Cellulase, Pectinase, Filtragol. 


Als Kontrolle und Erganzung zu den lichtmikroskopischen Angaben wurde nun 
versucht festzustellen, inwieweit sich die Zellwande und Scheiden unter der Ein- 
wirkung spezifischer Fermente, wie Cellulase, Pectinase und Filtragol submikro- 
skopisch veraindern. Nach Behandlung mit Cellulase und Pectinase konnten auch 
elektronenmikroskopisch keine Zersetzungserscheinungen weder der Zellwinde noch 
der Scheiden beobachtet werden. Auch nach Filtragoleinwirkung zeigten die Algen- 
faden keine stiirkeren Veranderungen, nur an den Querwanden waren vereinzelt 
Poren zu erkennen, die in Gr6éBe und Anordnung den nach Chromsaurebehandlung 
sichtbaren Poren entsprachen. 


3. Silber- und Goldimpriagnierung. 


Bei allen vorhergehenden Untersuchungsmethoden mute immer wieder betont 
werden, wie gering der Kontrast der Zellwande sei. Deshalb wurden auch Silber- 
und Goldimpragnierungen ausprobiert. In fast allen Fallen war eine starke An- 
lagerung der Silber- bzw. Goldkérner an den Querwanden zu beobachten. Auf 
freigelegten Querwinden von Oscillatoria sancta lieB sich eine diffuse Verteilung der 
Goldkérner feststellen. Besondere Strukturen konnten allerdings mit diesen Im- 
pragnierungsverfahren bisher nicht sichtbar gemacht werden. In den Scheiden 
lagen die Metallkérner so dicht, daB eine Durchstrahlung nicht mehr méglich war. 


4. Versuche mit dem Abdruck- und Pseudoab- 
druckverfahren. 

Ferner wurde noch das Abdruckverfahren nach Maun angewandt und die mit 
dieser Technik erhaltenen Ergebnisse mit denen der direkten Methode verglichen. 
Die Abdriicke ergaben im Prinzip die gleichen Befunde. Die Zellwande aller unter- 
suchten Gattungen — diese waren im Abdruck zum Unterschied zu den Scheiden 
durch die schwach eingedriickten Querwande kenntlich — zeigten keinerlei Struk- 
tur. Kine Abbildung von Poren von so geringem Durchmesser wie die nach Chrom- 
sdurebehandlung gefundenen, ist mit dem Abdruckverfahren nicht méglich. Die 
Scheiden von Lyngbya lieBen wieder deutlich eine Faserstruktur mit Langsorien- 
tierung erkennen. 


Mit dieser Technik konnten neben gewohnlichen Objektabdriicken auch noch 
vom Zellfaden abgerissene Lingswande, sogenannte Pseudoabdriicke (KOntc, 
1953) gewonnen werden. Eine Textur lie8 sich auch hier nicht wahrnehmen. Die 
Zellwande waren immer nur auffallig sauber, und Plasmateile hafteten ihnen selten 
an. Dies deutet wieder auf eine zweite Membranschicht hin, die den Plasmakérper 


umgibt. 

Mit Hilfe der elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte also 
festgestellt werden, daB die Zellwand keine fitr das Elektronenmikroskop 
auflosbare Textur besitzt. Nur Poren lassen sich sowohl in den Langs- 
als auch in den Querwinden besonders deutlich nach Chromsaure- 
einwirkung nachweisen. Die Annahme einer doppelschichtigen Membran 
wird durch die nach der Chromsiure- und Laugenbehandlung erhaltenen 
Ergebnisse sowie durch die mit dem Pseudoabdruckverfahren erzielten 
Befunde bestitigt. Die Scheiden zeigten bei allen Praparationsmethoden 
eine Faserstruktur. 
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C. Elektronenmikroskopische Untersuchungen an Gallerten. 

Zum Vergleich mit den Zellmembranen und den Scheiden der einzelnen 
Algengattungen sollen noch Untersuchungen von Anabaena- und Nostoc- 
Gallerten angeschlossen werden. Die kugeligen Kolonien von Nostoc 
bestehen aus einer Gallertmasse, die auBen von einer festen Haut ab- 
gegrenzt ist, diese fehlt bei Anabaena. Es wurde versucht, sowohl die 
Gallerten der beiden Arten als auch die AuBenhaut von Nostoc-Kolonien 
elektronenmikroskopisch aufzunehmen. Die AuBenhaut der Nostoc- 
Kugeln lieB sich ohne chemische 
Eingriffe nicht durchstrahlen. Die 
Gallerten jedoch konnten tiber Schlitz- 
blenden zu einem so diinnen Film 
ausgezogen werden, daB sie sich im 
Elektronenmikroskop ohne weiteres 
abbilden lieBen. Die Gallerten beider 
Gattungen waren elektronenoptisch 
homogen und zeigten weder granulare 
noch fibrillaére Strukturelemente. Das 
Protoplasma der von der Gallerte 
eingeschlossenen Zellfaiden kontra- 
hierte sich durch die Einwirkung 
der Elektronenbestrahlung mehr oder 
Abb. 21. Anabaena spec. Das Plasma der weniger stark, doch liefi es keine 


unbehandelten Zellen zeigt nach der Blek- ,,Plasmaverbindungen ** zuruck. Bei 
tronenbestrahlung eine blasige Struktur und y 


sais Katsoided ccinnernde, Konast einigen Faden quoll wie bei allen 
Elektronenmikroskopische Aufnahme. organischen Substanzen das Plasma 


Vergr. 6240. s . 
bei Steigerung des Elektronenstromes 


blasig-schaumig auf und zeigte im Innern einen, meistens zwei sehr 
deutlich vom Plasma abgegrenzte Koérper (Abb. 21), die vielleicht mit 
den ,,Karyoiden BrinaManns (1950) identisch sein kénnten. 

Die Nostoc-Kolonie-AuBenhaut wurde mit den sich fiir die Zell- 
membran giinstig erwiesenen Chemikalien behandelt. Es zeigten sich: 
Chromsaure (50% ig, 3—16 Std) und Perhydrol (3—16 Std bei 70°) als 
die geeignetsten Reagenzien. Nach Behandlung mit diesen Chemikalien 
war es moglich, die AuBenhaut als ein diinnes Hiiutchen zu isolieren und 
auf Blenden aufzufischen. Es konnte an mehreren Objekten festgestellt 
werden, das sich die AuBenhaut wahrscheinlich aus 3 Schichten zu- 
sammensetzt, von denen die eine aus Fasern aufgebaut ist (Abb. 22a), 
die beiden anderen aber keine nachweisbaren Strukturen besitzen 
(Abb. 22b). Dies wurde besonders deutlich an RiBstellen wahrgenom- 
men, an denen die einzelnen Schichten tibereinanderlagen. Jedoch muB 
hinzugefiigt werden, dafs hiiufig Verschleimungen eine genaue Analyse 
der Praparate erschwerten, 


Zur Chemie und zum submikroskopischen Aufbau der Zellwande. 67 


Ein Erhitzen mit verdiinnter Salzsiiure und Schwefelsiure sowie mit 
Natron- bzw. Kalilauge brachte keine klaren Ergebnisse. Nach 3stiin- 
digem Kochen in Aqua dest. und darauffolgendem 60 min langen 
Kochen erst in Schwefelsiure, dann in Natronlauge, traten in der 
AuBenhaut andeutungsweise Fasern auf, doch war die Schicht schwer 
zu durchstrahlen. 

Zusammenfassend lit sich tiber die Gallerten von Nostoe und 
Anabaena sagen, daB sie ohne Vorbehandlung keine auflésbaren Struk- 


a b 
Abb. 22a und 226. Die AuBenhaut der Gallerte einer Nostoc-Kolonie besteht aus 3 Schichten: 


die eine hat eine faserartige Struktur und die beiden anderen sind strukturlos. 
a Vergr. 7800. 6b Vergr. 13300. 


turen zeigen. Die AufSenmembran der Nostoc-Kolonie scheint 3schichtig 
zu sein, die eine Schicht besitzt faserformigen Aufbau, die 2 anderen 
dagegen sind auch elektronenmikroskopisch nicht auflosbar. 


III. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Die beschriebenen Ergebnisse erméglichen einen Einblick in die sub- 
mikroskopischen Strukturen der Zellwinde, Scheiden und Gallerten der 
untersuchten Cyanophyceen; es gelang aber nicht, die chemische Natur 
derselben einwandfrei zu klaren. Dies diirfte darauf zuriickzufiihren 
‘sein, daB uns noch zu wenig spezifische Mikroreaktionen fiir die ein- 
zelnen Wandstoffe bekannt sind; vor allem fehlen Reaktionen, die auf 
so geringe Substanzmengen ansprechen, wie sie uns in den Membranen 
der Blaualgen zur Verfiigung stehen. Eine weitere Schwierigkeit ist in 
der Uneinheitlichkeit der Membransubstanzen zu suchen. Wie uns das 
elektronenmikroskopische Bild beweisen konnte, sind sowohl Scheiden 
als auch Zellwande mit amorphen Substanzen inkrustiert, so daB haufig 


5* 
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nur ein verschwommenes Bild zu erhalten war. Es wire durchaus denk- 
bar, da® ein eingelagerter Stoff eine spezifische Reaktion auf die Gertist- 
substanz verhindert. Eine Isolierung der einzelnen Stoffe voneinander 
war in dem Rahmen der durchgefiihrten Versuche nicht modglich, da die 
in der Mikrochemie tiblichen Lésungsreaktionen, wie auch die Hydrolyse- 
versuche mit Fermenten in dieser Richtung versagten. AuBerdem ver- 
hielten sich die einzelnen Gattungen je nach Alter der Kultur und nach 
Jahreszeit verschieden. Aus allen diesen Griinden finden wohl auch die 
Kontroversen, die sich in der Cyanophyceen-Literatur haufen, ihre Er- 
klarung. 

Wie erwihnt, fiihrten die Lésungsreaktionen zu keiner einwandfreien 
Identifizierung eines bestimmten Stoffes. Die hohe Widerstandsfahigkeit 
der Zellmembran, besonders die der Querwéiinde, gegeniiber Sauren, 
selbst gegen 50% ige Chromsiure, die Unléslichkeit in Cuoxam, der 
sehr langsame Abbau in Oxydationsmitteln, die Gelbfarbung mit Kali- 
lauge wiirden auf Cutin als Membranstoff deuten (ZEITZSCHE, 1932, 
Frey-Wyssiinec, 1945; SCHNEIDER-ZIMMERMANN, 1922). Andererseits 
kann Cutin als Grundsubstanz einer Zellmembran aber aus physio- 
logischen Griinden kaum angenommen werden, da ein Cutinhaéutchen 
als nahezu impermeabel gilt und einen Stoffaustausch auBerst er- 
schweren wirde. Mit Protopectin und Protocellulose ware auch zu 
rechnen, da sie im allgemeinen schwer léslich sind; tiber ihr spezifisches 
Verhalten gegentiber den einzelnen Lésungsmitteln ist aber noch zu 
wenig bekannt, um definitive Aussagen machen zu kénnen. 

Die Farbreaktionen konnten ebenfalls wegen der oben genannten 
Schwierigkeiten zu keinen spezifischen Ergebnissen fiihren. Hinzu 
kommt hier noch als erschwerender Faktor die geringe Dicke der Zell- 
wand und die elektronenmikroskopisch erwiesene Strukturlosigkeit, 
wenn wir von den nach Chromsiurebehandlung darstellbaren Poren ab- 
sehen. Auch Krnzex (1953a) unterstreicht diesen Faktor:; er erhielt bei 
stark granulierten, derben Membranen von Desmidiaceen mit basischen 
Farbstoffen eine Farbreaktion, nicht dagegen bei glatten diinnen Mem- | 
branen. Die Rutheniumrotfirbung gilt bei ailteren Autoren als spezifische 
Reaktion auf Pectinstoffe, ihr positiver Ausfall fiihrte zu der Ansicht, 
dali Pectinstoffe den Hauptbestandteil sowohl der Zellwand als auch 
der Scheide bilden miiBten (Kier, 1915; Mament, 1920; BHarapwaga, 
1934; Frirscu, 1945). Eigene Untersuchungen konnten die Ruthenium- 
rotfirbung zwar bestatigen, doch dirfen fiir das positive Reaktions- 
ergebnis nicht unbedingt Pectinstoffe verantwortlich gemacht werden, 
denn in der Literatur hiufen sich die Angaben, daB® auch andere orga- 
nische Stoffe, wie Lichinin und Glykogen (ToBLER, 1906), oxydierte 
Cellulose und Plasmareste (PRESTON, 1952), sowie cutinisierte Wande 
(SCHNEIDER-ZIMMERMANN, 1922) diesen Farbstoff speichern kénnen. 
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Besonders aus den Arbeiten Kinzeus (1953 a, b) geht die Unspezifitat 
der Rutheniumrotfarbung klar hervor. Nach Kryzen kann bei einem 
positiven Ausfall der Farbreaktion mit basischen Farbstoffen nur eine 
negative Ladung der Wand infolge Gegenwart saurer Gruppen voraus- 
gesagt werden, nicht aber die Anwesenheit eines bestimmten Stoffes. 
Die Adsorption des Farbkations an Scheide und Zellwand kénnte nur 
insofern auf Pectinstoffe hinweisen, als nach Krinzeu die im Pectin ent- 
haltenen COOH-Gruppen die negative Ladung einer Wand hervorrufen 
sollen; so gibt von Pectinstoffen befreite reine Cellulose die Farbreaktion 
mit Rutheniumrot nicht mehr. Bei den Cyanophyceen kénnen aber 
genau so andere Stoffe mit freien Karboxylgruppen in der Zellwand 
vorliegen. 

Auch das positive oder negative Ergebnis der Jodreaktion darf nicht 
unbedingt von der An- oder Abwesenheit von Cellulose abhangig ge- 
macht werden. Die Scheiden, deren submikroskopisches Bild sehr an 
primare Cellulosewiinde erinnert, geben mit Chlorzinkjod keine Cellulose- 
reaktion. Doch besteht hier die Frage, ob nicht die die Fasern ein- 
hiillende Substanz — vielleicht Pectinstoffe — die notwendige Quellung 
des Cellulosegeriistes unterbindet und das Eindringen der Jodmolekiile 
zwischen die Celluloseketten verhindert. Dieser Effekt konnte bei 
Chaetomorpha festgestellt werden (NicoLat und Frry-Wyss inc, 1938). 
Allerdings erhielten die Autoren nach einer Quellung in Cuoxam die 
Violettfarbung, was bei den Blaualgen nicht gelang. Auch KINzEL 
(1953) weist auf die Unspezifitét der Chlorzinkjodreaktion hin, indem er 
sie, wie die Rutheniumrotfarbung, zu den typischen Zustandsreaktionen 
rechnet, deren positives Verhalten wohl einen bestimmten physikalisch- 
chemischen Zustand der untersuchten Substanz, nicht aber das Vor- 
handensein eines chemisch definierten Stoffes anzeigt. 

Alle diese Beobachtungen beweisen leider deutlich genug, dafi unsere 
Erfahrungen auf mikrochemischem Gebiet noch nicht ausreichen, um 
eine endgiiltige Aussage iiber die chemischen Substanzen der Cyano- 
phyceenwinde machen zu kénnen. Erst neue mikrochemische Methoden 
und vor allem réntgenologische Untersuchungen (FREY-WyssLING@) 
werden uns vielleicht zu giinstigeren Ergebnissen fiihren. 

Den submikroskopischen Aufbau der Zellwinde und Scheiden konnten 
dagegen die elektronenmikroskopischen Untersuchungen weitgehend 
klaren. Schon die polarisationsmikroskopischen Befunde gaben einen 
Hinweis auf den strukturellen Bau der Wande. Bei den Scheiden konnte 
eine deutliche Doppelbrechung sichtbar gemacht werden, die um so 
stirker in Erscheinung trat, je dicker die Scheiden waren. Am klarsten 
zeigten die Scheiden von Scytonema, Lyngbya und Tolypothrix eine 
Anisotropie, weniger aber noch erkenntlich die Oscillatoria-Scheiden. 
Keine Doppelbrechung lieBen sowohl die Langswand als auch die Quer- 
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membran in ihrer Breitseite erkennen, dagegen leuchten die Quersepten 
des Fadens, also die verdickten Riinder der Quermembranen im polari- 
sierten Licht auf. Diese Anisotropie der Querwiinde wurde bereits von 
Untricn (1930, Abb. 15, 8. 186) beschrieben und abgebildet. 

Entsprechend ihrer Anisotropie konnte von den Scheiden aller 
untersuchten Gattungen eine Faserstruktur elektronenmikroskopisch 
aufgenommen werden. Die Langs- und Querwande dagegen besitzen 
keine mit dem Elektronenmikroskop auflésbare Textur. Von einer 
,.Membranzeichnung wurde schon von Koikwirz (1896) und CoRRENS 
(1897) gesprochen, und Scumip (1921) glaubte, in den Langs- und Quer- 
wanden Poren zu erkennen. Doch es spricht alles dafiir, dai trotz der 
guten Beobachtungsgabe dieser Autoren ihre Erkenntnisse auf optischen 
Effekten beruhten. Wie die vorliegenden Untersuchungen ergeben haben, 
lassen sich selbst mit dem Elektronenmikroskop erst nach der Ein- 
wirkung von Chromséure in den Lings- und Querwanden sehr kleine 
Poren sichtbar machen. Auch die Faserstruktur der Scheiden kann 
weder mit normalen lichtmikroskopischen Mitteln noch mit dem Phasen- 
kontrastverfahren erkannt werden: denn die dicksten Faserstrange liegen 
mit 30, héchstens 40 my unterhalb des Auflésungsvermoégens des Licht- 
mikroskopes. Die Poren der Liangs- und Querwiande, die Scumrp be- 
schrieb, kénnen also keine echten Poren gewesen sein, da die groBten im 
Elektronenmikroskop sichtbaren Querwandporen bei 20 my liegen. Ahn- 
liche Erscheinungen, die Scumip vielleicht zu der Annahme von Poren 
Veranlassung gegeben haben kénnten, wurden bei ungentigend mit 
Trypsin und Diastase abgebauten Plasmakérpern erhalten, wo wahr- 
scheinlich Dichteunterschiede im Plasma die Lécher vortiuschen. 

Wie berichtet, war es besonders nach Chromsaurebehandlung méglich, 
Poren in Langs- und Quermembranen abzubilden. Der Grund hierfiir ist 
wohl darin zu suchen, dai mit 50% iger Chromsiure Begleitstoffe der 
Zellwinde entfernt werden, wodurch die Poren klar hervortreten. Einen 
eindeutigen Beweis dafitr, da die Poren keine Artefakte sein kénnen, 
sondern schon in der lebenden Zelle vorhanden sein miissen, bringen die 
doppelten Porenketten der Oscillatorien sowie die bestimmte Orien- 
tierung der Liingswandporen bei Oscillatoria Okeni. Eine so gesetzmiiBige 
Anordnung von Porenreihen, deren Poren immer den gleichen Durch- 
messer von 7 mu zeigen, kann nicht durch diuBere Einfliisse verursacht 
werden. 

Die Tatsache, daB nur bei den Oscillatorien diese doppelten Poren- 
ketten in der AuBenwand lings der Quermembran festgestellt werden 
konnten, lat einen Zusammenhang mit dem Bewegungsvermégen dieser 
Gattung vermuten. Vielleicht wird durch diese Poren der vom Plasma 
gebildete Schleim, mit dessen Hilfe die Oscillatorien nach Scumrp (1918) 
und Hosor (1951) ihre Bewegungen ausfiihren, durch die Scheiden nach 
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auBen abgegeben. Doch soll hier nicht naher auf den Bewegungs- 
mechanismus der Oscillatoriaceen eingegangen werden (vgl. dazu ULt- 
RICH 1926, 1930 und Hosot). 

Durch die Quer- und Liingswandporen findet sehr wahrscheinlich der 
Stoffaustausch statt. Experimentell konnte Eno (1937, vgl. auch 
COLLANDER 1937) durch Permeabilitaétsversuche an Oscillatoria princeps 
nachweisen, daf bei dieser Art das Siebprinzip dominiert und der Effekt 
der Lipoidléslichkeit zuriickgedrangt wird. Fiir Beggiatoa mirabilis, die zu 
den Cyanophyceen gehéren diirfte (PRINGSHEIM 1949), trifft nach RuxH- 
LAND u. HorrmMann (1925) das Ultrafilterprinzip allein zu. DRAWERT 
(1949) hat die Turgescenz toter Oscillatoriafaden, deren plasmatische 
Inhaltsstoffe mit Eau de Javelle herausgelost worden waren, nachge- 
wiesen. Danach miissen in der Zelle noch quellungsfahige Stoffe zuriick- 
bleiben, fiir die die Zellwiinde impermeabel sind. Alles deutet darauf hin, 
daB die Zellwinde der Cyanophyceen unterschiedlich zu den meisten 
Membranen anderer Pflanzengruppen (vgl. RrppeL 1918) ausgesprochen 
semipermeable Eigenschaften besitzen. Die hier erstmalig gelungene 
Abbildung von Poren in den Zellwanden ist eine Stiitze fiir die Giiltigkeit 
des Ultrafilterprinzips bei der Semipermeabilitaét der Zellwande. Dabei 
ist zu bedenken, daB die Poren erst nach einer Chromsaurebehandlung 
sichtbar werden. Dies legt die Vermutung nahe, dali die Poren bei der 
lebenden Zelle bis zu einem gewissen Grade durch Einlagerungen noch 
verengt sind. Dafiir spricht auch die starke Schrumpfung und nur lang- 
same Riickdehnung der Faden in Rohrzuckerlosungen (DRAWERT 1949). 
Sehr wahrscheinlich haben also RuHLAND u. HorrmMann sowie Exo 
in ihren Versuchen mit Beggiatoa mirabilis und Oscillatoria princeps nicht 
die Permeabilitatseigenschaften des Plasmas, sondern die der Zellwande 
untersucht. Ihre Ergebnisse diirften also nicht fiir andere Pflanzen- 
gruppen verallgemeinert werden. 

Auch die experimentelle Beobachtung der Farbstoffwanderung nach 
Anfarben der Zellfaden mit Rutheniumrot spricht fiir das Ultrafilter- 
prinzip der Zellwandpermeabilitat. Wie schon von anderen Autoren be- 
schrieben, absorbieren Nekriden und Spitzenzellen bevorzugt den Farb- 
stoff und geben diesen dann an die umliegenden Zellen weiter. Da Lipoid- 
loslichkeit fiir das hydrophile Rutheniumrot ausgeschaltet werden muB, 
wird die Wanderung des Farbstoffes durch die Querwandporen vor sich 
gehen. Die in das Zellinnere gelangenden Stoffe werden zunachst die 
infolge ihres lockeren Fasergeflechtes permeable Scheide passieren. Die 
Zellwand dagegen iibt die Funktion eines Molekularsiebes aus und abt 
die Stoffe je nach ihrer Molekiilgr6Be permeieren. Ob die Zellmembran 
auBerdem auch noch unter Umstinden als selektives Lésungsmittel wirkt, 
kann hier nicht entschieden werden. Es besteht immerhin die Moglich- 
keit, dafS die die Poren verengende Substanz, die im allgemeinen im 
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Elektronenmikroskop eine klare Abbildung verhindert, lipoidartigen 
Charakter besitzt. 

Die Aufdeckung der Poren in den Quermembranen wirft die Frage auf, 
ob Plasmodesmen die einzelnen Zellen miteinander verbinden oder nicht. 
Bei den elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigten sich nach 
der Behandlung mit Laugen zwischen den Plasmakérpern der einzelnen 
Zellen Verbindungen, die in hohem Mae an Plasmodesmen erinnerten 
(Abb. 5) und auch zuerst dafiir gehalten wurden. Jedoch lieB sich ihre 
Entstehung schon lichtmikroskopisch, in einzelnen Fallen auch mit dem 
Elektronenmikroskop, in jeder Stufe verfolgen. Wiahrend des Auf- 
trocknens der Objekte auf die Collodiumfolien kontrahieren sich die 
Plasmakérper, indem sie sich, wie berichtet, von der Langswand fast 
immer glatt ablésen, an den Querwinden aber durch einzelne Verbin- 
dungen in Zusammenhang bleiben. Das festere Anhaften des Protoplasmas 
an der Querwand kénnte damit erklart werden, daf in nattirlichem Zu- 
stand die beiden Nachbarprotoplasten durch die Querwandporen in 
unmittelbarem Zusammenhang stehen, wodurch das Haftvermégen des 
Plasmas an der Wand so grof wird, dai der Protoplast den Kraften der 
Oberflachenspannung widersteht. So sind wohl auch die sanduhrartigen 
Kontraktionserscheinungen zu erklaren, die bei den Cyanophyceen immer 
wieder nach der Kinwirkung hypertonischer Mittel zu beobachten sind 
(DraweRT 1949). Alles wiirde fiir das Vorhandensein von Plasmo- 
desmen sprechen, aber der Durchmesser der in Abb. 5 zu erkennenden 
Plasmastriinge steht in keinem Verhaltnis zu dem Durchmesser der in den 
Querwanden nach Chromsiurebehandlung darstellbaren Poren. Anderer- 
seits besteht die Méglichkeit, da die Protoplasten durch diese kleinen 
Poren in Verbindung stehen und dadurch das stiirkere Haften des 
Plasmas an den Querwinden bedingt wird. Die Frage nach dem Vor- 
handensein von Plasmodesmen miissen wir also noch offen lassen. Auf 
alle Faille k6nnen sie aber nur einen sehr geringen Durchmesser besitzen. 

Kine weitere in der Literatur noch ungeklirte Frage ist die, ob die 
Membran ein- oder zweischichtig ist. Fiir das Vorhandensein einer zwei- | 
schichtigen Zellmembran sprechen verschiedene Versuchsergebnisse. 
Kinige elektronenmikroskopische Stereobildaufnahmen lassen auf 
Plasmakorpern, die aus der Zellmembran herausgefallen waren, noch eine 
zarte Haut vermuten. Auch nach der Behandlung mit verdiinnter 
Natron- oder Kalilauge (Abb. 5) kénnte auf Stereobildpaaren eine zweite 
Membranschicht angenommen werden, jedoch laBt es sich nach diesen 
Aufnahmen schwer entscheiden, ob nicht doch nur Membranfalten vor- 
liegen. Sichere Ergebnisse brachte auch hier die Chromsaiurebehandlung 
(Abb. 13, 14a). Die vom Plasma noch nicht ganz befreiten Faden zeigen 
deutlich eine innere Hautschicht. Die beiden Schichten unterscheiden 
sich durch ihre verschiedene Zersetzbarkeit in Chromsiure, Sehr wahr- 
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scheinlich wird die innere Hautschicht plasmatischer Natur sein und sich 
mit dem Plasma hydrolysieren lassen; denn an Zellfaden, die kein Plasma 


mehr enthalten, kann die Zwei- 

schichtigkeit der Membran 
nicht mehr nachgewiesen wer- 
den. Bei den Aufnahmen, die 
nach dem Pseudoabdruckver- 
fahren gewonnen wurden, ist es 
auffallig, da an der vom Zell- 
faden abgerissenen Lingswand 
selten Plasmateile hangen- 
blieben. Hieraus kénnte eben- 
falls geschlossen werden, dak 
der Plasmakorper von einer in- 
nerenMembranschicht umhiillt 
wird. Alle diese Beobachtungen 
sprechen fiir das Vorhanden- 
sein einer inneren und einer au- 
Beren Membranschicht. Scan- 
GA (1950) gibt eine solche, cyto- 
plasmatische Membran* fiir 
Bakterien an, und auch bei 
Beggiatoa mirabilis konnten 
RUHLAND u. HOFFMANN (1925) 
eine innere Membran, die sie 
mit einer Pellicula plasmati- 
schen Charakters verglichen, 
nachweisen. 

Ks gelang weiterhin, mit dem 
Elektronenmikroskop noch un- 
vollstandig ausgebildete Quer- 

wande von Oscillatoria sancta 
zu finden und stereoskopisch 
aufzunehmen. Wie aus Abb. 23 
hervorgeht, liegt genau in der 
Mitte der Membran ein kreis- 
formiges Loch, um das sich 
mehrreihig Substanzverdich- 
tungen erkennen lassen. Die 
Abbildung belegt, daB sich das 
Loch im Laufe der Entwick- 


Abb. 23. Oscillatoria sancta. Hine junge noch nicht 

ausgewachsene Querwand eines besonders breiten 

Fadens (die Breite variiert zwischen 10 und 20 s). 

Um das kreisf6rmige Loch ziehen sich Substanz- 

auflagerungen. Elektronenmikroskopische Aufnahme. 
Vergr. 7200. 


Abb. 24. Oscillatoria sancta. Blick auf eine umgefallene 

Hinzelzelle. Die obere Querwand befindet sich noch 

im Wachstum. Elektronenmikroskopische Aufnahme. 
Vergr. 7200. 


lung gleichmaBig ahnlich einer Irisblende zusammenzieht. Die fertig aus- 
gebildete Membran zeigt von den nach Chromsiaurebehandlung darstell- 
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baren Poren abgesehen keinerlei Struktur mehr. Die Substanzauflage- 
rungen beweisen auch die Annahme MtHLpoREFs (1938, 1951), daB die 
Quermembran nicht durch Einfaltung der Liingswand entstehen kann, 
sondern das Ergebnis eines Entmischungsprozesses sein mul. Eine 
einzelne unvollstandige Quermembran konnte nur ein einziges Mal ab- 
gebildet werden, hiufiger fanden sich ganze Zellen, deren beide Quer- 
membranen iibereinander lagen, von denen eine noch im Wachstum war 
(Abb. 24), An diesen Membranen lieBen sich die zentrischen Strukturen aber 
nur vermuten und konnten nicht deutlich zur Abbildung gebracht werden. 


Die an Nostoc-Gallerten erhaltenen Befunde sind von Interesse im 
Zusammenhang mit einer nach AbschluB der vorliegenden Unter- 
suchungen erschienenen Arbeit von FREY-WyssLING u. STECHER (1954). 
Auch die genannten Autoren erhielten ohne Behandlung des Schleimes 
amorphe Massen. Nach einer Teilhydrolyse (8—7stiindiges Kochen in 
2,5% H,SO, im RiickfluBkihler) lieB sich aber ein Fibrillengeflecht ab- 
bilden. Auf Grund der Jodfarbung, des Joddichroismus und der Wider- 
standsfaihigkeit der Fibrillen sollen diese aus Cellulose bestehen und im 
Schleim durch Pectinstoffe auseinander gedrangt werden. Nach den 
hier mitgeteilten Befunden besitzt die AuBenhaut der Nostoc-Kolonien 
neben 2 homogenen Schichten eine mit Faserstruktur. Danach ist es 
durchaus moglich, daB die geschilderte Auffassung von FREY-WySssLING 
u. STECHER von der Struktur der schleimigen Innenmasse der Gallerten 
zutrifft. 


Zusammenfassung. 


Mehrere Arten fadenférmiger Cyanophyceen wurden mikrochemisch 
sowie elektronenmikroskopisch auf die chemische und submikroskopische 
Struktur ihrer Zellmembranen, Scheiden und soweit vorhanden auch 
Gallerten untersucht. Folgende Ergebnisse konnten erzielt werden: 


1. Die Definition der chemischen Natur der Zellmembran und der 
Scheide kann nicht tiber Hypothesen hinausgehen, da die bis heute be- 
kannten mikrochemischen Reaktionen besonders fiir Algenmembranen 
iiber eine zu geringe Spezifitit verfiigen. Das Vorhandensein von Pectin- 
stoffen ist aber sehr wahrscheinlich. 


2. Langs- und Quermembranen besitzen zunichst keine mit dem 
Elektronenmikroskop auflésbaren Strukturen, erst nach Behandlung mit 
Chromsaure treten in Liings- und Quermembranen Poren in Erscheinung. 
Der Durchmesser der Liings- und der Querwandporen liegt zwischen 
10 und 20 mu. Diese Poren miissen in den unbehandelten Zellwinden 
durch Substanzen verstopft sein, die in Chromsiiure léslich sind. 

3. Bei der Gattung Oscillatoria ist in der AuBenwand zu beiden Seiten 
der Ansatzstellen der Querwiinde nach Chromsiurebehandlung je eine 
Porenreihe zu erkennen. Der Porendurchmesser besitzt die konstante 
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Grobe von 7 mu. Da nur an Oscillatorien diese doppelten Porenketten 
nachgewiesen werden konnten, liegt die Vermutung nahe, da sie mit 
dem Bewegungsmechanismus dieser Gattung in naherem Zusammenhang 
stehen. 

4. Die Scheiden der untersuchten Gattungen zeigen nach allen Be- 
handlungsmethoden Faserstruktur, die bei Lyngbya parallel orientiert 
ist. Fast immer sind in das Fasergeriist amorphe Substanzen eingelagert. 
Der Durchmesser der kleinsten Fasern betragt etwa 6—13 my. Die Uber- 
einstimmung mit der Struktur primarer Cellulosewande ist besonders bei 
Oscillatoria sancta-Scheiden auffallig. 

5. Fur den Stoffaustausch der Cyanophyceen wird angenommen, dab 
die Scheide infolge ihres lockeren Fasergeflechtes fiir alle Stoffe permeabel 
ist, die Zellmembran aber vorwiegend als Ultrafilter wirkt. Im Gegensatz 
zu den meisten Zellen anderer Pflanzengruppen zeichnen sich also die der 
Cyanophyceen durch den Besitz von Zellwanden aus, die bis zu einem 
gewissen Grade semipermeabel sind. 

6. Ob zwischen den Protoplasten benachbarter Zellen durch die nach 
Chromsaurebehandlung elektronenmikroskopisch sichtbar werdenden 
kleinen Querwandporen ein Zusammenhang besteht, kann noch nicht mit 
Sicherheit entschieden werden. 

7. Die Versuchsergebnisse sprechen fiir eine Zweischichtigkeit der 
Zellmembran. Die innere Membranschicht scheint zarter als die auBere 
und wahrscheinlich plasmatischer Natur zu sein. 

8. An jungen noch nicht geschlossenen Querwinden bringen Substanz- 
auflagerungen, die das Loch in der Mitte der Wand in gleichmaBigen 
Kreisen umziehen, den Beweis, daB die Querwand nicht durch eine Kin- 
faltung der Lingsmembran, sondern durch einen Entmischungsprozel 
des Plasmas entstehen muf. 

9. Die Struktur der Gallerte von Anabaena und Nostoc-Kolonien lat 
sich ohne besondere Vorbehandlung (vgl. Frey-WysstinG u. STECHER 
1954) elektronenmikroskopisch nicht auflésen. Nur die AuBenhaut der 
Nostoc-Kolonien besteht aus drei Schichten, von denen die eine Faser- 
struktur besitzt. 


Herrn Prof. Dr. H. Drawert danke ich fiir die Anregung der Arbeit. Herrn 
Prof. Dr. E. Ruska bin ich fiir das Entgegenkommen und die Unterstiitzung, die 
erst die Durchfiihrung der Arbeit erméglichten, zu groBem Dank verpflichtet. 
Fraulein Dr. A. M. D’Ans méochte ich fiir die elektronenmikroskopische Ausbildung 
und die vielen wertvollen Hinweise besonders herzlich danken. Ferner gilt mein 
Dank Fraulein L. Haver fiir die Ausfiihrung photographischer Arbeiten. 
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Nachtrag bei der Korrektur. Durch das freundliche Entgegenkommen von Herrn 
Prof. Harper konnten wir in die Arbeit von Scuutz, G. ,,Bewegungsstudien sowie 
elektronenmikroskopische Membranuntersuchungen an Cyanophycen™ vor ihrer 
Veroffentlichung Einsicht nehmen. In Ubereinstimmung mit ScHutz unterscheiden 
wir 3-Hiillschichten. Die innerste ist auch nach unserer Auffassung sehr wahr- 
scheinlich plasmatischer Natur. Eine Faserstruktur konnten wir nur in der 
aiuBersten, von uns als ,,Scheide* bezeichneten Hiillschicht nachweisen, so daB es 
naheliegt, die von ScHULZ nach stirkerer chemischer Behandlung der ganzen Hiille 
erhaltenen fibrillaren Strukturen (Abb. 21a—c) der Scheide zuzuschreiben. An den 
yon uns isolierten Querwanden war ebenfalls der Ringwulst am Rande deutlich 
zu erkennen. Allerdings haben wir elektronenmikroskopisch in diesen Wiilsten keine 
besondere Struktur nachweisen kénnen, aber in Ubereinstimmung mit der von 
Scuunz bei Oscillatoria chalybea (Abb. 20b) abgebildeten Lamellen- oder Spiral- 
feinstruktur zeigen diese Ringwiilste im polarisierten Licht eine Doppelbrechung. 
Auf Grund unserer Ergebnisse méchten wir die in Abb. 19¢ von SCHULZ gebrachte 
Aufnahme von der Langsmembran etwas anders auslegen als es der Autor tut. 
Die auffalligen Zahnchen am Membranrand erinnern an die von uns abgebildeten 
Porenketten zu beiden Seiten der Querwande bei Oscillatoria-Arten. Die Zahnchen 
deuten darauf hin, daB die Langswand in diesen Porenketten auseinandergerissen 
ist. Durch die Ergebnisse der Untersuchungen von SCHULZ werden wir in der von 
uns angedeuteten Vermutung, da durch diese doppelten Porenketten eine Schleim- 
ausscheidung erfolgt, die die Bewegung der Oscillatorien erméglicht, bestarkt. 
Wieweit die tiber die Flache der Lingsmembran verstreuten Poren damit im 
Zusammenhang stehen, miissen weitere Versuche klaren. 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 22, 8S. 73—86 (1955). 


(Aus dem Institut fiir biochemische Technologie und Lebensmittelchemie 
der Technischen Hochschule in Graz, Osterreich.) 


Zur Frage des Einflusses von Spurenelementen 
auf Bacillus asterosporus. 


Von 
G. GoRBACH, G. DEDIC und 0. G. KocH. 


Mit 3 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 10. Januar 1955.) 


Uber den Einflu&8 der Spurenelemente und die Art ihrer Wirkung ist, 
trotz zahlreichen Untersuchungen, noch wenig bekannt. Kulturpflanzen 
benotigen beispielsweise neben den normalen Diingesalzen auch _ be- 
stimmte Spurenelemente, weshalb man solche schon manchen Diinge- 
mitteln beifiigt, ohne ersch6pfende Kenntnisse ihrer Wirkung auf die 
Pflanzen zu haben (SCHARRER 1953, 1954). In diesem Zusammenhang ist 
es naheliegend anzunehmen, da Spurenelemente auch fiir die Boden- 
bakterien bedeutungsvoll sind, von denen sich diejenigen der engeren 
Rhizosphire bis zu 35°, an der Bodenatmung beteiligen (STILLE 1938). 
In der vorliegenden Studie wird der Einflu8 der Elemente Kupfer, Zink, 
Bor und Kobalt auf das Wachstum von Bac. asterosporus untersucht. 
Aus der groBen Zahl der in der Literatur iiber diese Elemente erschienenen 
Abhandlungen, die sich vorwiegend auf Tiere und hdhere Pflanzen be- 
ziehen, sind nachstehend nur die tiber Mikroorganismen beriicksichtigt. 


Der Hinflup der Spurenelemente auf das Bakterienwachstum. 


Es wurde die Wachstumsbeeinflussung von Bac. asterosporus durch die 
Chloride, Nitrate und Sulfate der Metalle Kupfer, Zink, Kobalt und dig 
Wirkung von Bor mittels Borax gepriift. 


Der verwendete Bakterienstamm war aus Erde isoliert worden. Bac. astero- 
sporus ist bekanntlich ein aktiv bewegliches sporenbildendes Stabchen, gehért zu 
schwach-stickstoffbindenden und fakultativ anaeroben Organismen, vermag Pec- 
tine zu vergiren und sich daher an der Pflanzenrotte zu beteiligen. Es ist in den 
oberen Schichten sowohl iippiger, als auch vegetationsirmerer Boden zu finden. 


a) Methodik. 


Bei den Kulturversuchen wurde ein synthetisches Nihrmedium, in dem bereits 
Rirrer gute Wuchsbedingungen fiir diese Bakterienart feststellte, verwendet: 
10 g Difco-Bacto-Pepton; 10g Dextrose (Dextropharm); 2 ¢ KH,PO, p.a.; 4g 


K,HPO, p. a.; 0,4 ¢ MgSO,-7H,0 p. a. in Aqua dest. lésen und auf 1000 ml auf- 
fiillen. 
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Die Reagentien wurden auf ihren Spurengehalt spektrographisch gepriift und 
schwermetallfreies, aus einer Glasapparatur doppelt dest. Wasser verwendet. Der 
Spurenelementgehalt dieser Nahrlésung wurde durch Extraktion mit gemischten 
organischen Reagentien (Pout, 1953) und anschlieBender Spektralanalyse be- 
stimmt. Er betrug: 


Element: es, : Al Cu Fe Mn Ni Zn. 
Gehalt in y/Liter: TO oO 120m as 20° 60 


Die Nahrlésungen waren mit Phosphat bei px 6,8 gepuffert, fiir die Versuche mit 
Zink muBte, um Fallungen zu vermeiden, der normale Phosphatgehalt reduziert 
und ein Kalilauge-Citronensiure-Puffergemisch bei py 6,8 verwendet werden. Der 
Zusatz der zu priifenden Spurenelemente erfolgte aus Stammldésungen unter sterilen 
Bedingungen vor Beimpfung der Nahrlésungen. Die in Eprouvetten angesetzten 
Kulturen wurden 24 Std bei 28° C bebriitet. Zur Feststellung der Spurenelement- 
wirkung auf das Bakterienwachstum diente die Triibungsmessung mittels des ZeiB- 
PuLrricy-Geraites (HOFFMANN-OsTENHOF 1949). Vor den Messungen muBten die 
Kulturen ultrabeschallt werden, um die verschleimten Bakterienmassen villig 
gleichmaBig zu verteilen und Garungsblaschen auszutreiben. Dazu eignete sich ein 
Lehfeldt-Gerat (T70, Laboratoriums- 

gerat, 70 W, Lehfeldt, Heppenheim) 0,036 
bei einer Beschallungsintensitaét von 


15 W/cm? zwischen 60 und 300 sec £0032 
unter Wasserkiihlung!. Der Mittel- ‘S 
wert aus Parallelversuchen nach Ab- a 9028 
zug des Nahrbodenwertes diente zur S 
Aufstellung der Kurvenbilder. S 024 
h ie 9020. 
b) Versuchsergebnisse. oe 


1. Der EinfluBvon Kupfer 
und Zink: Selbst noch in hoher gorse} 


Verdiinnung hemmen Kupfer- Sw 

und Zinksalze das Wachstum @ ° 

von Bac. asterosporus. Kin we-  & gozq- 

sentlicher Unterschied in der 2 

Hemmwirkung der drei ver- * go06 

schiedenen Kupfersalze ist dabei [ , 

nicht zu verzeichnen; Sulfat Oe ek eK oe, 4 12-077 Mol/m 
und Nitrat wirken nahezu gleich Abb. 1. Wirkung von Chlorid, Nitrat und Sulfat 
stark, das Chlorid schwicher, von Kupfer pean Octave bettas von 


was im Gegensatz zur bekannten 

Hormetsterschen Quellungsreihe steht (Abb.1). Die wachstumshemmende 
Wirkung der Zinksalze nimmt in der Reihenfolge Chlorid tiber Nitrat zu 
Sulfat zu, womit eine Analogie fiir Kupfer feststellbarist (Abb. 1). Die inden 
Zinkkurven angegebenen Werte sind im hdheren Konzentrationsbereich 
unvollstindig, da weiterer Zinkzusatz zu Fallungen im Nahrboden fihrt. 


1 Der Abteilung fiir Elektronenmikroskopie der Technischen Hochschule Graz 
sei fiir die Benutzungsméglichkeit der Ultraschalleinrichtung bestens gedankt. 
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2. Der BinfluB von Bor: Kupfer und Zink lagen in den Versuchen 
als Kationen vor, Bor mufte hingegen als Anion, in Form von Borax ge- 
geben werden. In geringen Konzentrationen (bis 2 - 10~ mol/ml) be- 
wirkt Borax, im Gegensatz zu den Kupfer- und Zinksalzen, eine schwache 
Wachstumsforderung (Abb. 2)'. 

3. Der Einflu& von Kobalt: Wahrend die Schwermetallkationen 
Kupfer und Zink noch im Konzentrationsbereich von wenigen y/ml 
Kulturlosung nur hemmend und dabei mehr oder weniger stark toxisch 
auf das Bakterienwachstum wirkten, weicht der Einflu8 von Kobalt- 
spuren demgegentiber vollig ab. Kobaltchlorid und -sulfat haben dabei, 
wie aus Abb. 3 ersichtlich, nahezu gleiche Wirkung. Nach einer rund 
70°, igen Wachstumssteigerung gegen- 


absolute Trubung 


Ws iiber einer kobaltfreien, unter opti- 
malen Bedingungen geziichteten Kon- 
9022 trollkkultur, kommt es bei weiterer_ 
Konzentrationserh6hung zur Schiadi- 
0018 gung der Bakterienzellen. Kobaltnitrat 
fiihrt zu einer Wachstumsforderung bis 
ar ral 100°, gegeniiber der Kontrollkultur 


und zeigt, nach steigender Zunahme der 
Kobaltkonzentration, eine deutliche, 
aber hinter der von Chlorid und Sulfat 
zurickbleibende Toxicitéit. Kobaltsalze wirken also fiir das Wachstum 
von Bac. asterosporus als echtes Spurenelement mit ,,Nahrstoffwirkung*, 
bzw. im Sinne von Noack (1942) gesprochen, als Biokatalysator. 

Normal wachsende, kobaltfreie Asterosporuskulturen vermégen die 
gebotene Kohlenstoffquelle Dextrose bei Anwesenheit einer organischen 
Stickstoffquelle unter starker Saéure-, Schleim- und Gasbildung zu ver- 
garen. Die sonst gleichgearteten, aber mit Kobalt versetzten Kultur- 
l6sungen weisen demgegeniiber die interessante Erscheinung auf, dab bei 
einer 100°, igen Wachstumssteigerung die Kohlenhydratvergiirung wohl 
zu Saure- und Schleimprodukten stattfindet, ohne dafs Gasentwicklung 
beobachtet werden konnte. Ob nun die betriichtliche Wachstums- 
forderung in Anwesenheit von Kobalt eine Folge der fehlenden Giarungs- 
kohlenséiure oder aber auf einen gednderten Betriebsstoffwechsel der 
Organismen selbst zuriickzufiihren ist, bildet den Gegenstand spiterer 
Untersuchungen. 


Abb. 2. Wirkung von Borax auf das 
Wachstum von Bacillus asterosporus. 


4. Der KinfluB der Anionen: Um festzustellen, inwieweit die mit 
den Metallkationen Kupfer, Zink und Kobalt eingebrachten Anionen— 
Chlorid, Nitrat und Sulfat fiir sich allein bereits eine Wirkung auf das 


' Der KinfluB von Borax und Kobaltsalzen wurde in Zusammenarbeit mit 
O. PasquaLt im Rahmen seiner Diplomarbeit ,,KinfluB von Spurenelementen auf 
das Wachstum von Bac. asterosporus studiert. 
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Bakterienwachstum ausiiben, wurden ihre Natriumsalze im gleichen 
molaren Konzentrationsbereich gepriift. Hierbei zeigten Chlorid und 
Nitrat eine mit zunehmender Salzkonzentration wachstumsférdernde 
Wirkung. Sulfate hemmten das 


Bakterienwachstum schwach erst pe | 

im Konzentrationsbereich von | Co(NO,), 

2,6 - 10-7 mol Na,SO,/ml. ee ea 7 er 
Aus den bisher geschilderten 

Ergebnissen geht, in Uberein- 0,046 

stimmung mit der Literatur (Boas 

1927, 1934) hervor, daB bei Bak- 0042 : 

terien das Anionenphinomen oa 
4 : CoClo 

nicht phyletischer Natur sein 0.038\| { 

wird. In Verbindung mit Natrium | 

wirken Chlorid und Nitrat, im he : | | 

Gegensatz zu Sulfat, nicht a 

toxisch, wihrend im allgemeinen $8 

in der Literatur (RIPPEL-BALDES = 2a | 

1952) den Sulfaten eine gim- 4% 

stigere Wirkung als beispiels) 2 °°” re ii 

weise den Chloriden zugesprochen ; 

wird. Beim Vergleich zwischen 0,022 i 

den Chloriden und Nitraten der r 

untersuchten Schwermetalle er- 0,018 

gibt sich, daB letztere im Falle \ 

Zink und Kupfer starker toxisch, 01% J 

im Falle Kobalt schwacher als 

die Chloride wirkten. Eine syn- bei 

ergistische Wirkung kann héch-— - [| 

stens zwischen den gepriften aie Ale 

Schwermetallkationen und dem 

Anion Sulfat angenommen wer- aa . 

den, da in allen drei Fallen ert 2 B 6 8-10°/Mol/ ml 

diese Salze die héchste Toxicitat Abb. 3. Wirkung von Chlorid, Nitrat und 
: Sulfat des Kobalt auf das Wachstum von 

zeigten. Bacillus asterosporus. 


Néhere Untersuchungen tiber die Aufnahme von Kobalt 
durch die Bakterienzellen. 

Im Zusammenhang mit der ausgeprigten Wirkung des Kobalt, ins- 
besondere seines Nitrates, auf Wachstum und Giérung interessierte die 
Frage, ob das Kobaltion nur von der Nahrlésung her katalytisch auf den 
Bakterienstoffwechsel einwirken wird, oder aber in den Bakterienzellen 
selbst auffindbar ist. 
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a) Methodik. 


In 300 ml-Erlenmeyer-Kolben wurden 300 ml Nahrlésung mit Vorkulturen: 
beimpft und 48 Std unter Optimalbedingungen geziichtet. Je 200 ml dieser Kultur- | 
ansatze wurden danach durch Membranfilter der Sorte ,,fein‘‘ (Sartorius, Gottingen) | 
bei rund 5 Atm. Druck filtriert, und mit 2mal 100 ml einer n/100 HCl durch neuer- 
liche Druckfiltration nachgewaschen zur Entfernung von adsorbiertem Kobalt und 
Nahrlésungsresten. Die Verarbeitung der erhaltenen Proben und die chemische 
Kobaltbestimmung geschah nach der Vorschrift von SANDELL (1950). Leere und 
bakterienhaltige Membranfilter wurden mit HNO, + HClO, verascht und danach 
das Kobalt mit Nitroso-R-Salz colorimetrisch im ZeiB-PuLFRicH-Stufo bestimmt. 
Die vorherige Entfernung anderer Schwermetallionen war hier unnétig, da solche 
unter der die Bestimmung stérenden Grenze lagen. Parallelversuche wurden mit 
Co-60 durchgefiihrt. Die Vorbereitung dieser Proben und ihre chemische Aufarbei- 
tung erfolgte in der friiher beschriebenen Weise. Der Gehalt der Proben an radio- 
aktivem Kobalt wurde sowohl chemisch nach der colorimetrischen Methode be- 
stimmt, als auch radiometrisch mittels des Philips-GriceR-MULLER-Zahlgerates 
(PW 4020-GM 4810) und Philips-Stirnfenster-Zahlrohr (18514) gemessen!. Alle 
nachstehend angefiihrten Werte sind Mittelwerte aus zahlreichen Parallelversuchen. 


b) Ergebnisse der Kobalt-Bestimmungen an Bacillus asterosporus mit 
inaktivem und radioaktivem Kobalt. 


Es konnte festgestellt werden, daB das Membranfilter , fein“: mit einem 
Porendurchmesser von 0,3 4, Wie zu erwarten, ein Adsorptionsvermégen 
fiir Kobalt besitzt, und entsprechende Filter-Leerwertbestimmungen sind 
daher unerla&lich. Nach Abzug des Leerwertes ergibt sich fiir Bakterien- 
masse aus 200 ml Kulturfliissigkeit somit ein Wert von durchschnittlich 


Tabelle 1. Chemische und radiometrische Bestimmung von Co und Co-60 in der 


Bakterienmasse. 
chemisch ei radiometrisch 
Art der Probe 
a daca Co in y Co-60 in y F f Co-60 $ 
, in I/min in y 

Unbeimpfte Nahrlésung mit 4 y Co 

IbZwe0-60 in lian ames entra nes : 4,1 4,1 1881,8 4,02 
Leertitter: 22.) 3 UO Sea ee ee 0,40 0,19 81,9 0,18 
Filter mit Bakterien. ...... , 0,67 0,45 208,8 0,45 
Bakterienmasse nach Abzug des 

iLeeriiltersiie! 22h ery, eels 0,27 0,26 —- 0,27 
BAR Cverien ales. 4. mee ee — —— 121,7 0,26 


0,27 y Kobalt, wie aus Tab. 1 ersichtlich ist. Diese colorimetrisch be- 
stimmten Werte wurden nun mit dem Isotop Co-60 durch Auszahlung der 
Impulse tiberpriift. Die Ergebnisse, wie sie nach Ziichtung der Bakterien 
mit radioaktivem Kobalt erhalten wurden, sind ebenfalls in Tab. 1 
wiedergegeben. 


1 Den Lannacher Heilmittelwerken, besonders Herrn Prof. Dr. ZIRM, sei fiir 
die Benutzungsméglichkeit dieser Geraite bestens gedankt. 
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Wahrend der Adsorptionswert des Leerfilters bei inaktivem Kobalt 
0,40 y betrigt, ist derjenige bei radioaktivem Kobalt nur 0,19 y. Diese 
Abweichung diirfte ihre Ursache wohl in der bekannten Tatsache finden, 
da8 Isotope in physikalisch-chemischer Hinsicht ein anderes Verhalten 
zeigen konnen. Nach Abzug des Filterleerwertes wird auch hier beob- 
achtet, daB Asterosporus-Zellen aus 200 ml Kulturlésung 0,27 y Co-60 
festhalten. Um schlieBlich den Leerfilterwert bei der Kobalt-Bestimmung 
ganzlich auszuschalten, wurden nach der beendeten Druckfiltration die 
Bakterien vom Filter quantitativ abgeschwemmt und fiir sich allein der 
radiometrischen Bestimmung zugefiihrt. Der in Tab. 1 dafiir ersichtliche 
Wert betragt ebenfalls 0,26 y Co-60. 

Auf Grund dieser, auf verschiedenem methodischen Wege erhaltenen 
Ergebnisse von 0,26 und 0,27 y Kobalt fiir Bakterienmasse aus 200 ml 
Kulturlésung kann geschlossen werden, daB das Kobalt offenbar in den 
Zellen festgehalten wird. Wire es an die Zellen nur adsorptiv gebunden, 
so kénnte, im Hinblick auf die bei radioaktivem Kobalt beobachtete 
andere Filteradsorption erwartet werden, das mit Co-60 auch an der 
Bakterienmasse andere Ergebnisse als mit inaktivem Kobalt erzielt 
werden miiBten. Viel eher kann unseres Erachtens, da dies nicht der Fall 
ist, als auch aus der friiher gezeigten Wachstumssteigerung und der er- 
wahnten geinderten Gasentbindung eine Aufnahme des Kobalt innerhalb 
des Bakterienkérpers angenommen werden. Ks ist ja bekannt, daB auch 
die Bakterien gewisse anorganische Ionen in Form von Salzen zur 
Regulation des osmotischen Druckes, Einhaltung des Membrangleich-. 
gewichtes und fiir manche Enzymwirkungen bendtigen (GALE 1952). 


c) Versuche zum visuellen Nachweis von Kobalt in der Baktervenzelle. 


Um die Frage nach dem Sitz des fixierten Kobalt zu kliren, wurden 
weitere Versuche unternommen, die jedoch bisher keinen Erfolg zeitigten.. 
Auf rechnerischem Wege wurden als durchschnittlich aufgenommene 
Kobaltmenge nur 8,6 : 10-12 y/Bakterium ermittelt. Die fiir den Kobalt- 
nachweis hochempfindliche Rubeanwasserstoffsiure hat demgegeniiber 
eine Erfassungsgrenze von 3 - 10-2 y Co (Frian 1954). Daran scheiterten 
die bisherigen Versuche. In diesem Zusammenhang scheint uns ein Hin- 
weis tiber den lichtmikroskopischen Nachweis von gespeichertem Kobalt. 
in einer Hefezelle mittels Rubeanwasserstoffsiure fraglich (LANGE DE LA 
Camp 1953). 

Errechnet man aus den dort angefithrten, durch quantitativ-chemische 
Methoden bestimmten Kobaltwerten (0,8 mg gespeichertes Co/g Bdacker- 
hefe-Trockensubstanz) unter Beriicksichtigung der durchschnittlichen 
Zellenzahl fiir Backerhefe-Trockensubstanz (1 - 108 Zellen/g Backerhefe- 
Trockensubstanz) (LorENz 1951) den Durchschnittswert an gespeicher- 


tem Kobalt, der einer einzigen Hefezelle des Praparates in dieser Arbeit, 
6* 
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entsprochen haben miiBte, so erhalt man dafiir den Wert von 8 - 10-* y 
Co/Hefezelle. Diese geringfiigige Kobaltmenge liegt aber noch unter der 
Nachweisempfindlichkeit der Rubeanwasserstoffsaure. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Ein GroBteil der Verdffentlichungen, welche tber die Wirkung von 
Metallen auf Bakterien berichten, beriicksichtigt meist nur den 
Konzentrationsbereich, der ihre Verwendungsfahigkeit als Pflanzen- 
schutz- und Desinfektionsmittel erméglichte. Dabei ergab sich, daB die 
einzelnen Bakterienarten und sogar -sttimme ganz verschieden empfind- 
lich sein kénnen. Beispielsweise wurde Serr. marcescens durch Sulfate und 
Chloride des Kupfers im Verdiinnungsbereich von 1:10000—1: 100000 
bereits getétet (DE Wirt 1916), wahrend LHberthella thyphosa nicht so 
empfindlich, Staph. aureus sogar noch widerstandsfahiger war (SPROWLS 
1943). Bakteriensporen werden von Kupfer relativ wenig beeinflu&t 
(Brpzinsky in PorTER 1950). Dieses Schwermetall spielt bei der Pigmen- 
tierung mancher Tiere als auch der Sporen des Asperg. niger eine gewisse 
Rolle (Foster 1949), bei seinem Fehlen wird kein Farbstoff gebildet. 
Keinen Einflu8 hatte es auf die Farbstoffbildung bei Serr. marcescens 
(BorTEts 1927) und war wirkungslos auf das Wachstum von Clostridium 
perfringens (SHANKAR u. BARD 1952). Ebenso waren bei diesem Organis- 
mus Zink und Kobalt wirkungslos. Bekanntlich spielt Kupfer als Oxy- 
dationskatalysator eine beachtliche Rolle im pflanzlichen und tierischen 
Leben. Als Metallproteinkomplex erscheint es in der zymoaktiven 
Gruppe verschiedener Fermente eingebaut. In unseren Versuchen erwiesen 
sich die vegetativen Zellen von Bac. asterosporus als sehr empfindlich, da 
in den Abbildungen gezeigt werden konnte, daB ein Gehalt von 0,006 y 
Cu/ml bereits letal wirkte. Man nimmt allgemein an, daB Kupfer infolge 
seines Komplexbildungsvermégens bestimmte, fiir die Zellen lebens- 
notwendige Wuchsstoffe blockiert. 

Von Zink ist bekannt, daB es, verglichen mit anderen Schwermetallen, 
gegen Bakterien nur wenig toxisch ist (FostER 1939). Da es in den letzten. 
Jahren auch bei den Mikroorganismen als wichtiger Fermentkatalysator 
des Kohlenhydratstoffwechsels bekannt wurde (FosTER 1949), scheint 
dies um so verstindlicher. Durch Zink wird bekanntlich die Essigsiure- 
bildung von Bact. aceti angeregt (MoNTER-WILLIAMS 1949) und Serr. 
marcescens Zu besonders kriftiger Farbstoffbildung veranlaBt (BoRTELS 
1927). Kine letale Konzentration von Zinksalzen fiir Bac. asterosporus 
konnte nicht ermittelt werden, ihre wachstumshemmenden LEigen- 
schaften waren nicht sehr ausgepragt. Obwohl Bac. asterosporus Kohlen- 
hydrate kraftig vergiirt, konnte kein positiver EinfluB beobachtet werden. 

Die Wichtigkeit von Bor fiir die Ernahrung der héheren Pflanzen ist 
heute allgemein bekannt; iiber seinen Einflu8 auf Mikroorganismen, 
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insbesondere seine Wirkung auf den Stoffwechsel hingegen sehr wenig. 
Bei den Kndéllchenbakterien der Leguminosen ist beobachtet worden, daB 
Wachstum und Stickstoffbindung durch geringen Borzusatz ginstig be- 
einfluBbar sind (BRENCHLEY 1943). In diesem Zusammenhang scheint die 
von uns beobachtete positive Wirkung von geringen Bormengen in der 
Nahrlésung auf das Bakterienwachstum nicht uninteressant. Ist doch 
Bac. asterosporus ebenfalls ein ackerbodenbewohnender und stickstoff- 
bindender Organismus. Es mu8 spiteren Versuchen vorbehalten bleiben, 
festzustellen, ob auch die Stickstoffbindung von Bac. asterosporus durch 
Bor angeregt wird. 

Die Bedeutung von Kobalt als Spurenelement hat in den letzten 
Jahren, nicht zuletzt durch sein Vorhandensein im antipernicidsen 
Vitamin B,,, stark zugenommen. Daf dieses Element stark toxisch gegen 
Bakterien wirkt, ist schon frithzeitig bekannt geworden (EISENBERG 
1918), wahrend Hefe und Schimmelpilze unempfindlicher sind (LANGE DE 
LA Camp 1953; ANnpERson-Korré 1949). Uber die Spurenelement- 
wirkung von Kobalt auf Mikroorganismen liegen aber nur wenige Beob- 
achtungen vor. Eine Reihe von Mikroorganismen, insbesondere Boden- 
bakterien, produzieren bei Anwesenheit von nur 2 y Co/ml im Nahr- 
medium das 20fache an LLD-Substanz gegeniiber kobaltfreien Ver- 
gleichskulturen (RickEs 1948; Henpuirn 1950). Ein Hinweis, ob dies die 
Folge einer vergréBerten Wachstumsintensitat ist, fehlt. In der vor- 
liegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, daB beispielsweise geringe 
Mengen von Kobaltnitrat bei Bac. asterosporus zu einer 100% igen 
Wachstumssteigerung fiihren. Auch wurde auf die offenkundige Bedeu- 
tung von Kobalt im Kohlenhydratstoffwechsel des Organismus hin- 
gewiesen. Daf neben Hefen und Schimmelpilzen, fiir die ein Kobalt- 
Speicherungsvermégen bekannt ist (LANGE DE LA CamP 1953; NICKERSON 

1949), auch Bac. asterosporus dieses Element adsorptiv oder intracellular 
festhalt, konnte ebenfalls gezeigt werden. Auch im Reiche der niederen 
Tiere, nimlich an der Protozoe T'etrahymena, ist beobachtet worden, daB 
Kobalt eine deutliche Wachstumsbeschleunigung dieser Zellen bewirkt 
(SLATER 1952). 

Man darf aus den geschilderten fremden und eigenen Untersuchungen 
mit einiger Vorsicht schlieBen, da8 Kobalt, wohl durch seinen bivalenten 
Tonencharakter und der Fahigkeit mit organischen Verbindungen Kom- 
plexe zu bilden, auch fiir den Stoffwechsel der Mikroorganismen seme 
besondere Bedeutung haben wird. 


Zusammenfassung. 
Es wurde mittels Triibungsmessung der Einflu8 von Chloriden, 
Nitraten und Sulfaten der Schwermetalle Kupfer, Zink und Kobalt auf 
das Wachstum von Bacillus asterosporus im Konzentrationsbereich von 
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1—14-+ 10-7 mol/ml synthetischer Nahrlésung geprift. Dabei konnte nur 
durch Kobalt in hoher Verdiinnung eine Wachstumsférderung bis zu 
100% erzielt werden, wihrend die beiden anderen Schwermetalle toxisch 
wirkten. Der EinfluB der gleichzeitig vorhandenen Anionen erscheint 
dabei von untergeordneter Bedeutung. Mit Bor, als Borax dem Nahr- 
medium zugesetzt, konnte im Konzentrationsbereich von 2» 10~ Mol/ml 
auch eine Wachstumsforderung erzielt werden. 

Auf chemischem und radiochemischem Wege wurde schlieBlich tiber- 
einstimmend festgestellt, da& Bac. asterosporus im Bereich der das Wachs- 
tum am stiirksten anregenden Konzentration von Co(NOs;), eine be- 
stimmte Kobaltmenge adsorptiv oder intracellular festhalt. Die Frage 
nach dem Sitz des fixierten Kobalt konnte nicht eindeutig geklart werden. 

Uber Versuche zur Klarung des Kobalteinflusses auf den Abbau von 
Glucose und die Abgabe von Girungskohlensaure durch Bacillus astero- 
sporus wird demnichst berichtet werden. 
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Uber marine saprophytische Chytridiales 
und einige andere Pilze 
vom Meeresboden und Meeresstrand*. 


Von 
RICHARD HARDER und ESTHER UEBELMESSER. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Hingegangen am 15. Januar 1955.) 


Vor nunmehr bald hundert Jahren hat Coun (1865) als erster drei 
Chytridien im Meer als Bewohner von Meeresalgen nachgewiesen, und 
mehr als ein Jahrzehnt spiter hat Wricut (1879) einen von ihm zu 
Rhizophidium gestellten Pilz auf EHctocarpus entdeckt. FiscHER (1892) 
und PETERSEN (1905) haben weitere Chytridineen gefunden, so daB 1905 
etwa 25 marine Arten bekannt waren. Abgesehen von einigen Einzelfun- 
den (WoLF u. Wo tF 1949, II, S. 461) hat erst mehr als ein Vierteljahr- 
hundert spiaiter Sparrow jr. (1934) im Kattegat etwa ein Dutzend 
weitere Chytridiales und ein Pythium entdeckt und 1936 auch in USA : 
einen Teil der europdischen Arten wieder gefunden sowie ein Dutzend 
weitere hinzuentdeckt. Alle diese Formen waren meist parasitische Be- 
wohner von Algen. Als Sparrow (1937) den Versuch machte, auch 
saprophytische niedere Phycomyceten aus dem Meeresgrund durch 
Kéder zu fangen, hatte er vélligen MiBerfolg; auf seinen K6dern und auf 
Agarplatten erhielt er nur gewohnliche Schimmelpilze. 

Auch iiber das Vorkommen saprophytischer fadiger Phycomyceten im Meere 
war lange Zeit so gut wie nichts bekannt (WoLF u. WotF 1949, II, 8.460). Hier 
haben die Arbeiten von Héunx (1939, 1952—1954) unsere Kenntnisse wesentlich 
erweitert. Durch Anwendung der wohl zuerst von Zorr (1887) benutzten und spater 
von einer Reihe von Autoren (z. B. Butter 1907, Harvey 1925}, HARDER u. 
Sorcerer 1938, SdrcEer 19412, Harper 1948, 1954, Remy 1949, ReINBOLDT 1951, 
GaeRrner 1954) ausgebauten Methode des Herauskéderns hat er (1952, ,) aus 
zahlreichen Meeresstandorten eine Anzahl saprophytischer Oomyceten (vor- 
wiegend Pythiaceen) isoliert. 

Von ,,Mikropilzen‘‘, die HOunx (1953, 5, 1954, .) aus dem Sickerwasser 
des Sublitorals von Wangerooge eingefangen hat, gibt er nur einen 
Namen, namlich Olpidium maritimum n. spec. Héhnk und Aleem be- 


kannt. Auch von Pilzen, die er aus Oberflichenproben des Watts von 


* A. Kiiun zum 70. Geburtstag. 

1 Harvey war wohl der erste, der nachgewiesen hat, daB viele der typischen 
, water molds‘, Saprolegniaceen, auch im Erdboden vorkommen. 

2 Sorcev hat sehr zahlreiche Gattungen nichtfadiger wie fadiger Phycomyceten 
systematisch aus verschiedensten Boden herausgekédert. 
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Wangerooge sowie aus Material von Schilksee an der Kieler Bucht heraus- 
gekédert hat (1954, ,), werden nur zwei Arten des Ascomyceten Arenario- 
myces genannt. Artenlisten und Angaben tiber Haufigkeit sowie Vertei- 
lung der Pilze des marinen Gebietes gibt HOHNK nicht. Durch Kultur in 
verschieden konzentriertem Salzwasser hat er uns aber Einblicke in die 
Physiologie der marinen Oomyceten vermittelt. 

Uber einige ,,Salz-Phycomyceten“ von salzreichen Standorten Afrikas 
und ihr Verhalten bei Kultur in salzhaltiger Nahrlo6sung berichtet 
GAERTNER (1954, ,,.). 

Aus der Literatur ist also — und zwar auch bei Heranziehung von 
Speziallehrbiichern wie die von SpaRROW (1943), ZOBELL (1946), WoLF u. 
Wo tr (1949), Hawker (1950) und Litty u. Barnert (1951) — nur 
sehr wenig tiber saprophytische marine Phycomyceten zu entnehmen, 
Auch iiber die sonstigen Pilze wei8 man von Meeresstandorten nicht viel 
(vgl. WoLF u. Wotr 1949, IT, S. 458, und H6unx 1954, ,). “Among stu- 
dents of fungi and marine biology generally a knowledge of marine fungi 
is largely non existent”? (WoLF u. WoxF 1949, II, S. 458). “Again, all 
the known marine fungi are quite like those occurring in fresh water or 
on land. None appears to have any structural modification of either the 
assimilatory or the reproductive parts that can be correlated with adap- 
- tion to halophytism. On the other hand, they can not be regarded as 
‘living fossils’, nor as evidence either for or against the conception that the 
ocean is the ancestral home of the Fungi” (WoLFu. WoLF 1949, IT, 8.471). 

Kinen Beitrag zur Ausfiillung der Liicken zu liefern, ist das Ziel der 
nachstehenden Studie. Sie bildet einen der Punkte des Gottinger Pro- 
gramms Zur statistischen und physiologischen Untersuchung der sapro- 
phytischen niederen Phycomyceten aus den verschiedensten geogra- 
phischen und 6kologischen Gebieten. 


I. Die Versuche. 
A. Methodik. 


Das Erdmaterial wurde am Standort unter sorgfaltiger Vermeidung von Verun- 
reinigungen in Aluminiumdosen gesammelt (Verkleben des Deckels an Ort und Stelle 
durch Leukoplast). Wenn nicht anders vermerkt, wurden dieProben von derOberflache 
des Bodens entnommen. In Géttingen wurden die Dosen bis zur Untersuchung in 
einem Kiihlraum aufbewahrt; im allgemeinen fanden die Priifungen aber sofort statt. 

Gesammelt wurde an der Nordsee auf Wangerooge, Spiekeroog und N. orderney ; 
an der Ostsee in Maasholm (Schleimiindung) und Strande (Kieler Bucht); am 
Mittelmeer in Venedig (Lido), auf Elba, an der spanischen Ostkiiste (Costa brava 
bei San Feliu de Guixols) und an der Adria-Kiiste von julisch Venecien bei Grado!. 


1 Fiir das Einsammeln sind wir Herrn Prof. Bocrn/Marburg (Wangerooge), Frau 
DororHeA Horrsrapt/Hagen i. W. (Norderney), Herrn Prof. Horrmann/Kiel 
(Strander Bucht) und Herrn Prof. GLEMsSER/G6ttingen (Spanien) zu groBem 
Dank verpflichtet. Das Material aus Grado wurde yon Studenten von einer Ex- 
kursion mitgebracht; die Proben von Elba und Spiekeroog hat E. UnBELMESSER 
und die von Venedig und Maasholm R. HaRDER gesammelt, 
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Zur Ermittlung des Pilzgehalts wurden 1—2 cm? Erde in Petrischalen mit 
Wasser gefiillt und darin etwas verriihrt. Es wurden immer gleichzeitig zwei 
Schalen beschickt, von denen die eine als Kéder zum Abfangen der Pilzschwar- 
mer trockensterilisierte Stiickchen von Stroh, Cellophan, Hanfsamen, Leinsamen, 
Fliegen, Kuhhaaren und Krabbenschalen sowie ganze Ameisenpuppen, die andere 
Pollen von Pinus montana enthielt. Von jeder wichtigen Bodenprobe wurden mit 
wenigen Ausnahmen 10mal 2 Schalen angesetzt!. Die verdunkelten Schalen standen 

im dunklen Thermostaten bei 22°C und wurden regelmafig durchmikroskopiert. 


B. Vorversuche. 


I. Hinflup der Temperatur beim K é6deransatz. 


Um zu priifen, ob fiir die Pilze der deutschen Kiisten, die wahrend des weitaus 
groBten Teils des Jahres bei relativ niedriger Temperatur existieren miissen, nicht 
auch eine relativ niedrige Anzuchttemperatur giinstig sei, wurden probeweise ziem- 
lich zahlreiche Ansiatze bei + 8 und + 14°C gemacht. Der Kéderbefall wie auch 
die Geschwindigkeit des Heranwachsens waren aber bei 22°C ausnahmslos besser. 


2. HinfluB des Salzgehaltes beim Kéderansatz. 


Zur Prifung, ob der Anwuchs auf den Kédern in Salzwasser nicht 
vielleicht besser sei als in SUBwasser, wurden bei sehr vielen Versuchen 
die Bodenansatze in SUBwasser wie in Meerwasser des Standortes ge- 
macht. Nur eine Rhizophidium-Art entwickelte sich eindeutig bevorzugt 
im Meerwasser. Seine Halophilie war aber nicht so ausgepragt, daB der 
Pilz nicht auch bei Ansatz der Bodenproben mit Quellwasser zur Ent- 
wicklung gekommen ware; aber die im Seewasser liegenden K6der waren 
ofter befallen als die im SiBwasser. Ungefahr gleich stark war der Kéder- 
befall im See- und SiiBwasser bei Rhizophidium carpophilum, wahrend 
alle anderen Pilze im SiS wasser 6fter zur Entwicklung kamen als im 
Meerwasser. Auch die septierten Hyphen hoherer Pilze traten auf den 
Kédern im SiS8wasser haufiger auf als im Seewasser. 


C. Hauptversuche. 
1. Ubersicht tiber die gefundenen Pilze. 

I. Chytridiales: 

Olpidiaceae: Olpidium pendulum Zopf, O. luxurians (Tomaschek) 

Fischer, O. maritimum Hohnk, O. spec.?. Synchytriaceae: Mucro- 

myces spec.2. Phlyctidiaceae: Rhizophidium subangulosum (Braun) 

Rabenhorst, Rh, sphaerotheca Zopf, Rh. carpophilum (Zopf) Fischer, 

Rh. sphaerocarpum (Zopf) Fischer, Rh. cyclotellae Zopf, Rh. verruco- 

sum Cejp, Rh. spec. (halophil)?, Rh. spec. (chitinophil)?. Phlyctochy- 
e Eine groBe Serie wurde auch mit Stiicken von ungewassertem Fadenagar be- 
schickt. In den 86 Schalen mit Bodenproben aus allen 3 Meeren und von solchen 
Strandstellen, die sich bereits als sehr artenreich erwiesen hatten, trat aber auf dem 
gequollenen Agar niemals auch nur ein einziger Pilz auf. ear 

2 Wahrscheinlich neue Art; die endgiiltige Entscheidung wird erst moglich sein, 
wenn die Pilze langer in Kultur beobachtet worden sind. 
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trium synchytrii Kohler, Ph. biporosum Couch, Ph. n. spec. Rein- 
boldt’, Ph. spec.2. Rhizidiaceae: Karlingia rosea. Siphonaria 
spec. 13, S. spec. 23. Chytridiaceae: Chytridium spec. *. Megachy- 
triaceae: Nowakowskiella elegans (Nowak) Schroeter. 

. Saprolegniales: Saprolegniaceae. 

3. Lagenidiales: Olpidiopsidaceae: Pseudolpidium spec.°. Lage- 

nidiaceae: Lagenidium Rabenhorstii Zopf. 

4. Peronosporales: Pythiaceae: Pythium’. Pythiogeton spec.’. 

. Zygomycetales: Mucoraceae. 

. Septierte Mycelien héherer Pilze. 


bo 


oo On 


Die Saprolegniaceen und die Mucoraceen wurden nicht naher bestimmt, die 
unseptierten Hyphen, die offensichtlich weder zu Saprolegniaceen noch zu Pythium 
oder Mucor gehérten, wurden aber von ihnen abgetrennt; auch bei den Pythien 
und den septierten Mycelien der héheren Pilze wurde keine Identifizierung vor- 
genommen. Das Vorkommen jeder dieser Gruppen wurde aber immer mit 
protokolliert. Blastocladiales, Monoblepharidales und Plasmodiophorales wurden 
nicht gefunden. 


Am haufigsten waren die septierten Mycelien (Tab. 1); sie wurden 
in 160 von 195 Proben® gefunden und traten in den davon gemachten 
1353 Ansitzen im ganzen 637mal auf den Kédern auf, wahrend der 
seltenste Pilz, Rhizophidium spec. (chitinophil) nur einmal gefunden 
wurde. Rhizophidium carpophilum wurde dagegen in 78 Proben ermittelt 
und aus ihnen 161 mal herausgekédert. 

Fir die Bewertung der Zahlen muB beriicksichtigt werden, daB es sich 
bei den septierten Mycelien um die Gesamtheit der héheren Pilze han- 
delt, bei etwa Rhizophidium carpophilum dagegen nur um die eine Art. 
Zahit man simtliche Rhizophidium-Arten zusammen, so erhaélt man rund 
500 Funde, also eine Zahl, die fiir die eine Gattung schon nahe an die der 
gesamten hoheren Pilze herankommt, und bei Addition aller Chytridiales 
kommt man auf mehr als 1000. Etwas mehr als die Halfte der ins- 
gesamt fast 2000 Funde wird also durch die Chytridiales ge- 
stellt (mit 492 Funden von Rhizophidium, 297 von Olpidium und 178 
von Phlyctochytrium; die restlichen Chytridiales treten demgegeniiber 
stark zurtick). 


' Beschrieben bei Ruryponpt (1951). 

® Der Pilz schwiirmte nicht und konnte daher nicht bestimmt werden. 

* Wahrscheinlich neue Arten: die endgiiltige Entscheilung wird erst méglich 
sein, wenn die Pilze linger in Kultur beobachtet worden sind. 

4 LieB sich nicht sicher bestimmen, vielleicht neue Art. 

° Dauersporen fehlten, Bestimmung war daher nicht méglich. 

° Zahlreiche Arten, Bestimmung wurde nicht angestrebt. 

* Wurde nicht bestimmt. 

* Hinige nachtraglich gemachte Erginzungsansitze sind in der Tabelle nicht mit 
enthalten; die Anordnung in groBen Ziigen — und nur auf diese kommt es an — 
wiirde durch ihre Hinzunahme nicht mehr geandert werden. 
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Tabelle 1. 

Im marinen Gebiet insgesamt gefundene Arten, nach ihrer Hiufigkeit geordnet. 
| in | in 
ir. Funde | pro- | Nr. Funde | pro- 
ben ben 
1 |Septierte Hyphen . . . . | 637 |160 |16'Siphonaria spec. 1. . ..!| 35 | 9 
2 |Rhizophidium carpophilum | 161 | 78 |17|Phlyctochytrium biporosum | 27 | 15 
3 |Olpidium luxurians . . .| 137 | 48 |18|Micromyces spec. . . . . | 25 | 7 
4 | Rhizophidium spec. 19 Karlingia rosea... . Ss Hial7 
(halophal) i. ec. e t% 130 | 61 |20|Saprolegniaceae . . . . . | 22 | 15 

5 |Pythium-Arten ... . .|115 | 39 |21|Phlyctochytriwm n. spec. | 
6 | Rhizophidium sphaerothe 100 | 43 Reinboldt ..... ett 10 
7 |\Mucoraceae. .. . . . .| 99 | 88 |22|Nowakowskiella elegans .| 18 | 8 
8 |Olpidium spec... . . . .| 94 | 29 |23)Pseudolpidiwm spec... . | 11 | 3 
9 |Phlyctochytriwm synchytrii | 90 | 25 |24 Lagenidium spec. .... |) 8 | 3 
0 \Olpidium pendulum .. .| 66 | 28 125 Chytridiwm spec. aru. a 
1 |Phlyctochytrium spec. . .| 61 | 30 |26) Pythiogeton spec. aueatullere) | 3 
2 | Rhizophidium sphaerocar- | 27|Stphonaria spec. 2. . . . 5 1 
pum.........i| 59 | 24 |28|Rhizophidiwm verrucosum oes 
3 junseptierte Hyphen . . .| 46 | 17 |29/Rhizophidium cyclotellae Sahel 

4 | Rhizophidium subangulosum 35 | 16 |30|Rhizophidium spec. (chiti- | 
5 Olpidium maritimum. . .| 35 | 11 Peromnel yak, tt eee chee | OT | 1 


2. Die geographischen Standorte 


In der nachstehenden Erérterung iiber die einzelnen geographischen 
Standorte bleiben die einzelnen Arten unberiicksichtigt. Das ganze Fund- 
material ist in zwei groBe Gruppen eingeteilt, nimlich die ,,niederen 
Arten“, d. h. die Chytridiales unter Einbeziehung der wenigen Funde von 
Pseudolpidium, Lagenidium und Pythiogeton, und den Rest, also die 
septierten und unseptierten Hyphen der Saprolegniaceen und Ver- 
wandten, die Pythien und die Mucoraceen. Die ,,Restpilze“‘ sind zwar 
auch immer bei der Protokollierung mit aufgenommen worden, wer- 
den bei den einzelnen geographischen und dkologischen Standorten aber 
im allgemeinen nicht mit angefiihrt; iiber sie wird spater gesondert be- 
richtet werden. 


a) Nordsee: 

x. Wangerooge (24 Proben, gesammelt September 1953). 

Die 24 Proben von Wangerooge stammen alle vom Nordstrand der Insel, sie 
wurden dem etwa 100m breiten Sandstrand auf einer geraden Linie von der 
Niedrigwassergrenze senkrecht zum Spiilsaum bis zu den Diinen entnommen. Die 
Entnahmestellen waren je nach der Ortlichkeit 3—7 m voneinander entfernt. 

Im Sande der niemals vom Wasser freiwerdenden Niedrigwassergrenze 
wurden nur zwei niedere Arten nachgewiesen (Tab. 2). Auch das an- 
schlieBende breite, aus véllig vegetationslosem Sande bestehende, bei 
jeder Tide tiberspiilte Gebiet (Eulitoral) war im groBen ganzen sehr pilz- 
arm; in 7 der 13 Proben wurden iiberhaupt keine niederen Phycomyceten 
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gefunden. Auffallig ist, da einige Proben (7, 10, 13) mit hohem Pilae 
gehalt ganz aus der Reihe fallen; auf die vermutlichen Grinde dafiir 
kommen wir in der ,,Besprechung“ zuriick. Der obere normale Hoch- 
wasserspiilsaum (Nr. 15, 16) mit reichem Meeresauswurf war deutlich 
artenreicher und auch das anschlieBende, nur bei Sturmfluten tber- 
flutete, aber von hdheren Pflanzen immer noch vollig freie Gebiet 
(Supralitoral, Nr. 17—22) war ahnlich mit Pilzen besiedelt. Besonders 
bei den uferfernsten Proben (Nr. 20—22) war der Sand sehr viel feiner 
als mehr seewidrts und oberflaichlich staubtrocken; er enthielt aber trotz- 
dem Pilze. Eine deutliche Zunahme machte sich in der anschlieBenden 
Elymus-Diine geltend. 


Tabelle 2. Zahl der niederen Phycomycetenarten am Strande von Wangerooge. 
In Klammern Abstand in m von der vorhergehenden Probe. 


, 


1 |Niedrigwassergrenze . . . | (0) | 2 | 15) jiingste Hochwasser- | 

Pai ltel hate Pee PRS aH wy cae hoe (5) | 1 grenze! sil ss. te eae | (3) } §& 
3 | ,, . Muschelreste (5)3\ 0} |) 1618 Sandt> a... su pee (3) 5 
AUS eee ie . | (5) | 0 | 17 )breite Hochwassergrenze | (3) | 4 
Dela, us eA Sak (Cae Oa ers mi zahlreichen Muschel- | (3) | 5 
Bal estas Ri - | (7) | 0 | 19 Jbruchstiicken. Sand. «| (3) 3 
Tavares . | (7) | 7 | 20 )feiner trockener sao eeia O) al ea 
Suis. Strandpriel (7) | 0} 21 Sand, wenig odes (4) 9 ae 
9 \|,, bei Niedrig- (7) | 0]22.)  verweht. oot (4) ee 
10 |{,,  wasser | (7) | 6 | 23] Sand ee aera enti e' | (4 ean 
11 |),,  trocken | (7) | 0|24| ,, YDiine Ay ee 
T2OG Or Oh: BE (2% (3) | 3 | 

131 Wile scorn) ve hopes (3) | 5 | 
Loh Oe aa gy Sie (3) | 0 | 


1 Mit angespiiltem Fucus, Ulva, Porphyra usw. 


Ohne auf Einzelheiten einzugehen, kann man schlieBen: Auch im stan- 
dig vom Meer bedeckten sowie im vom Meerwasser taglich oder nur in 
groBeren Zeitabstiinden iiberspiilten, teilweise oberflichlich véllig aus- 
trocknendem vegetationslosen Sandstrand sind niedere und héhere Pilze 
nachweisbar ; stellenweise waren sie allerdings nur éuBerst sparlich. Thre 
Zahl nimmt landeinwirts zu und erreicht ihren relativen Héhepunkt im 
von Strandpflanzen bewachsenen Diinenstreifen. 


B. Spiekeroog (55 Proben, gesammelt September 1954). 


Die Verhiltnisse am Nordstrand gegen das offene Meer lagen ahnlich 
wie bei Wangerooge. Auch hier hatte der Spiilsaum mehr Pilze als das 
bei jedem Gezeitenwechsel iiberflutete Gebiet, in dem manche Proben 
ganz pilzfrei waren. Kine Ausnahme machten die auf Wangerooge nicht 
mit untersuchten Buhnen. Ihr bei jeder Flut unter Wasser kommender 
Sand hatte bis zu 4 Arten niederer Phycomyceten (Mittelwert 2,7). Auch 
das Holz von Buhnenpfahlen und vom FuB von Telegraphenstangen, die 
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taglich von der Flut erreicht wurden, war mit maximal 9 Arten (Mittel- 
wert 7) pilzreich!. Die ,,Wei8diinen“ direkt hinter dem Strand enthielten 
sehr viele, nimlich bis zu 12 niedere Arten (Mittelwert 9,7); die land- 
einwarts gelegenen ,,Graudiinen‘ hatten dagegen maximal nur 5 niedere 
Phycomyceten (Mittelwert 3,0). Bei der Priifung einiger FuBwege 
(,,Slurpads*‘), die vom Strand zum Dorf fiihren, ergaben sich hohe Werte: 
im Mittel 9, maximal 10 Arten. 

Das Watt auf der Siidseite der Insel hatte an den einzelnen Stellen 
sehr verschiedenen Pilzgehalt. Sandige und schlickige, von H,S schwarze 
wie ungefiarbte Ortlichkeiten, vegetationslose wie von Salicornia und an- 
deren Pflanzen besiedelte Regionen, der Rand und der Grund von flachen, 
schlieBlich bei niedrigstem Wasserstand trockenfallenden, wie auch von 

tiefen, stets unter Wasser bleibenden Prielen, das Gebiet kleiner und 

-gréBerer Tiimpel usw. wurden untersucht. Die Zahlen waren hier schwan- 
kend, namlich zwischen 0 und maximal 6 niederen Arten. Die Watt- 
wiesen mit reicher Halophytenvegetation hatten dagegen gegen Erwarten 
keine besonders hohen Maxima (héchstens 5, Mittelwert 3,4). 


y. Norderney (10 Proben, gesammelt im September 1954). 


Beim Sandstrand auf der Nordseite der Insel ist hinsichtlich des bei 
jeder Tide tiberfluteten Gebietes und des dahinterliegenden trockenen 
Strandes auf eine relativ groBe Zahl von Pilzen hinzuweisen: Mittel- 
werte 3,5 und 4. Das Watt bot nichts Besonderes. 


6) Ostsee. 
a. Maasholm (34 Proben, gesammelt August 1954). 


Bei Maasholm an der Schleimiindung wurde Meeresgrund an folgenden Stellen 
entnommen: 1. mehrere km vom Ufer entfernt aus 23 m Tiefe (salzreiches Tiefen- 
wasser), 2. vom flachen Ufer (1—2 m Tiefe) bei Gut Oehe, 3. aus 1—2 m Tiefe in 
der Schleimiindung (,,Schleimiinde‘‘) mit etwas ausgestiBtem Wasser und 4. aus 
0,5—1 m Tiefe in einer Bucht der ,,Maasholmer Breite‘‘ westlich des Ortes Maas- 
holm, nahe der Werft und ,,Schleihalle“‘, wo das Wasser noch etwas starker aus- 
gesiiBt und zudem etwas durch die Abwasser des Dorfes verschmutzt ist (Salz- 
gehaltzahlen in Abschnitt ,,Besprechung‘‘). Die ufernahen dieser Standorte kénnen 
bei dauerndem Westwind wahrend einer Reihe von Tagen trockenfallen?. 


Die beiden Tiefenproben waren durch Hochseefischer mit dem Lot 
heraufgeholt worden; sie bestanden aus Ton; die eine war véllig pilzfrei, 
die andere enthielt nur septierte Hyphen*. — Der Strand bei Oehe fallt 
sehr langsam ab; bei normalem Wasserstand hat das Wasser erst einige 


1 Kin mit Enteromorpha und anderen Algen bewachsenes Stiick Treibholz ent- 
hielt zwar Saprolegnien und septierte Hyphen, aber keine niederen Phycomyceten. 

2 Der Héhenunterschied des Meeresspiegels bei Schleimiinde betragt maximal 
146 cm (NEUBAUER u. JAECKEL, 1935/36). 

3 Aus 2 Proben laBt sich noch nicht viel folgern; bei weiteren Entnahmen 
koénnten sich auch hier wohl noch niedere Phycomyceten finden lassen. 
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100 m vor dem Ufer etwa 2m Tiefe. Von den 9 auf einer Senkrechten 
zum Ufer entnommenen Unterwasserproben mit reinem Sand war 
eine vollig pilzfrei, maximal kamen 5 niedere Arten vor (Mittelwert 1,4). 

Einige Stellen waren in wenigen mm unter der Oberflache durch Schwefel- 
wasserstoff schwarzlich, an einer anderen lebten Wattwiirmer (Arenicola), deren 
Kothaufen gesammelt wurden. Die schwarzlichen Stellen hatten im Mittel 2, die 
Wattwurmhaufen 6 niedere Pilze. Auf diese Einzelwerte ist aber sicher kein grobed 
Gewicht zu legen?. 

Inder flachen verschmutzten Bucht hinter dem Dorf Maasholm ida 
unter Wasser bis zu 3 niedere Arten gefunden. 


Tabelle 3. Zahl der niederen Phycomycetenarten am Strand von Oehe bei M ame 
In Klammern Abstand in m vom Spiilsaum. : 


Nr. ; 
1 | Normale Wassergrenze ....... . 2 
2°)" Sandticuchtser.} ae ate aces oh eae (1) 5 
3 Sand: trockentc a2 Geet ae: (2) 6 
4() Sand trocken!. 7s sanylsuiiedh + Bolom (4) 2 
5 | Altes Fucusbiischel .......-.: .« (4%)| 8 
6 iit Fucusbiischelogen. yt pcommmane: opetori (6) 3 
7 ie Atrinlem 1stovalet ag ae ke aes foe oe te (6) 3 : 
Sa) Airemleristonnlen* ser ta taeee Aas eee (6) 6 
9 | Fucusbiischel, Rhizophaére von Cakile 
MantmUumy? Ges’ « Winn wien Sc iv(15) 4 
10 | Rhizosphare von Honkenia peploides ...| (20) 6 : 
11 | Dine. Rhizosphiare verschiedener Pflan- 
ZEON; a0 OU HOI yest. bhi as) Weak ne ae (30) 4 
12 -)> Materiel See pees ee ee ae ren iin (60) 6 


* Aus der obersten Rhizosphare. 
** Aus der Rhizosphare in 10 em Tiefe. 


Am Strand bei Oehe (wenige km nérdlich von Maasholm an der freien 
Ostsee) lagen die flachen Diinen schon 30 m hinter dem normalen Spiil- 
saum des Meeres und in 60 m Entfernung folgte bereits ein sehr mageres 
Haferfeld. Infolge des Fehlens von Ebbe und Flut begann die mit héheren 
Pflanzen bewachsene Zone schon 6 m hinter dem Ufersaum; hier schien’ 
im allgemeinen die Grenze des Hochwassers bei Sturmfluten zu sein, 
jedoch lagen auch in 15 m Abstand vom Ufer noch alte Fucus-Biischel. 
Der Strand wurde viel von der Dorfjugend besucht und, wie Kot zeigte, 
gelegentlich auch von Pferden. Am Spiilsaum, auf den die Wellen’ 
stetig auflaufen und dessen Gestalt sich stiindig andert, waren, wie an 
der Niedrigwassergrenze auf Wangerooge, nur einige Pilze enthalten 
(Tab. 3). Der anschlieBende feuchte (Nr. 2, etwa den Nrn. 16—19 auf 
Wangerooge entsprechend) und trockene Sand (Nr. 3—6, etwa = 20—22 


‘ Auch auf Norderney waren im Watt Kothaufen von Wattwiirmern gesammelt 
worden; ihr Pilzgehalt war 1,5 
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auf Wangerooge) hatte ungefihr den gleichen Pilzbestand wie auf Wange- 
rooge. Die Diinen, von denen nur eine Probe entnommen worden war, 
hatten im Gegensatz zu Wangerooge nicht mehr Pilze als der Strand, 
und auch das anschlieBende Haferfeld wies kaum mehr auf. 

In groBen Ziigen ist aber auch bei Oehe von den submersen Standorten 
bis zur Diine eine Zunahme der niederen Pilze vorhanden. Da das auf 
Wangerooge besonders arme Gezeitengrenzgebiet bei Maasholm fehlt, so 

ist die Verteilung der Pilze iiber den Strand bei Oehe gleichmaBiger. 


B. Kiel (12 Proben, gesammelt September 1953). 


In der Strander Bucht bei Kiel wurden bei abnorm tiefem Wasserstand 
8 Meeresgrundproben entnommen, die normalerweise bis 2m unter dem 
Wasserspiegel liegen, jetzt aber trocken lagen. 4 von ihnen waren reich 
mit Tieren besiedelt. Die 4 unbesiedelten Sandbanke hatten sehr geringen 
Pilzbestand (maximal 2, im Mittel 0,8 Arten), wahrend an den besiedelten 
mindestens teilweise relativ viele Pilze vorkamen (im Mittel 3,3 Arten, 
davon maximal in einer Mytilus-Bank 6,am Seehang einer Arenicola- 
Bank 5, an deren Landhang 0, in der Litorina-Region 2 Arten). Der 
Strand (normaler Sptilsaum, Primardiine, Strandwall mit Strandhafer- 
bewuchs) hatte mit 8—11 niederen Arten reichen Pilzbestand; im Ge- 
lande hinter dem Strandwall ging die Pilzbesiedlung wieder etwas 
zurick (6 Arten). 


c) Mittelmeer. 
a. Lido bei Venedig (15 Proben, gesammelt April 1953). 


An der Stelle der Probenentnahme hat der Badestrand des Lido eine Breite von 
mindestens 50m; sein vollig gleichmaBiger, staubtrockener, keine Spur hoherer 
Pflanzen aufweisender Sand macht einen wiistenhaften Eindruck?. Nur in der Nahe 
des Spiilsaumes, der auf dem fast ebenen Strand weit auflief, war der Sand naf. 
Von der nassen bzw. feuchten Region wurden 8 Proben, von der staubtrockenen 
Zone 7, alle in ungefahr gleichem Abstand voneinander, entnommen. Von letzteren 
lag die 5. direkt vor einer Badekabinenreihe; eine wurde zwischen den Kabinen, 
und eine letzte hinter ihnen entnommen. In etwa 30 m Abstand hinter den Kabinen 
fiihrte eine FahrstraBe entlang. 

Der Pilzbestand war sehr unterschiedlich. Zwei der Proben aus der 
nassen Zone enthielten nur zahlreiche septierte Hyphen, je eine aus dem 
nassen, dem feuchten und dem staubtrockenen Gebiet wiesen 1 niedere 
Art auf; zwei aus dem feuchten bzw. staubtrockenen Areal hatten 2 
niedere Arten, der Rest fiihrte 4 (je eine Probe aus jeder Feuchtigkeits- 
zone), 5 (2 Proben aus dem staubtrockenen Sand), 9 (staubtrockene 
Zone), 11 (feuchter Sand) und 12 (staubtrockener Sand). Septierte My- 
celien waren iiberall reichlich vorhanden. Die beiden pilzreichsten Funde 


1 Die Entnahme fand Ende April statt; im Hochsommer mu die Austrocknung 
noch sehr viel starker sein. 


eases 
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stammten aus Red shteks Sand bzw. aus dem staubtrockenen Sand ZWi- 
schen den Kabinen. 
In groBen Ziigen lie& sich auch hier erkennen, daB die Zahl der Pilze 
vom Spiilsaum landwiarts zunahm: Die 7 staubtrockenen Proben ent- 
hielten im Mittel 5,4, die 8 feuchten bzw. nassen nur 2,9 niedere Arten. 


f. Adria, Lagune bei Grado (4 Proben, gesammelt August 1954). 


Entlang des Spiilsaums der Lagune fand sich 1 niedere Art, unter Sali- 
cornien in Ufernihe gab es 2 und an 2 Stellen eines alten Strandwalls mit 
zahlreichen Krabbenschalen je 6 niedere Phycomyceten. 


y. Elba, Bucht von Biodola (20 Proben, gesammelt Juni 1954). 


Von 5 Unterwasser- und 2 Spiilsaumproben in Ufernahe bestanden 
5 aus sehr grobem Sand; 4 der letzteren enthielten itiberhaupt keine nie- 
deren Pilze und nur 1 der Proben mit grobem Sand wies 2 Arten auf. Wo 
das Substrat aus feinem Sand bestand, barg es hingegen 2 (Meeresgrund) 
bzw. 3 (Sptilsaum) niedere Phycomyceten. Auch der feuchte Strand ober- 
halb des Spiilsaumes hatte, wenn sein Sand grob war (2 Proben) keine 
niederen Arten; war er fein, so enthielt er 1—2 Pilze (2 Proben). Eine 
Ausnahme machte nur | Probe groben feuchten Sandes, in der 5 niedere — 
Phycomyceten vorkamen; sie lag aber 144 m Jandeinwarts, wo im Unter- 
suchungsgebiet die Zahl der Pilze ttberhaupt schon anstieg. In den fol- 
genden Abstiinden vom Spiilsaum: 0,8 m (feucht), 1,8 m (feucht), 2,8 m_ 
(staubtrocken), 3,8 m (staubtrocken), 4,8 m (staubtrocken, unter Nar- 
zissen) und 10 m (staubtrocken, unter Stranddisteln) wurden 2, 1, 4, 2, | 
und 6 niedere Arten gefunden. 

Bei schwacher Besiedlung unter Wasser nimmt also auch auf Elba die 
Vegetation niederer Phycomyceten vom Ufer zum Lande zu. Die Zahl 
war aber tiberall gering, Maximum 6. 

Bei 4 Probeentnahmen aus der Miindung eines kleinen Baches wurde in 3 der 
Proben je eine niedere Art gefunden, die 4. enthielt keine. Das Wasser diirfte hier 


brackig gewesen sein, aber der Pilzgehalt ging trotzdem nicht iiber den der reichsten 
Meeresgrundproben hinaus (2 Arten, im Spiilsaum 1 und 3 Arten). { 


6. Costa Brava, San Feliu de Guixols, spanische Ostkiiste (20 Prober il : 
gesammelt August 1954). : 


Von den 3 Unterwasserproben (30 cm unter der Oberfliiche) enthielten 
nur 2 niedere Phycomyceten. In dem sehr groben Sand der anschlieBen-— 
den 9 Proben’ wurde nur noch in zweien eine einzige niedere Art gefun-— 
den. In der bewachsenen Zone mit feinem Sand (7 Proben) waren dann 
uberall niedere Phycomyceten vorhanden; in 4 Fallen aber nur 1, in ol 
restlichen dreien nur 2. 


? Gesamtbreite des Strandes etwa 25 m, etwa bis zur Mitte ohne Strandpflanzen. 
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Der fifithaliesork lag abseits vom Badebetrieb und wurde selten von 
Menschen betreten. Vergleichsweise wurden noch 2 Proben an dem von 
sehr vielen Menschen besuchten eigentlichen Badestrand des Ortes ent- 
nommen,. Hier wurden 5—6 niedere Phycomyceten herausgekédert. 
Bei wohl etwa gleichem Salzgehalt wie am Lido war an der Costa 
Brava der Pilzgehalt also geringer. 


d) Vergleich der geographischen Standorte miteinander. 

Ein Vergleich der zu je einem der drei Meere gehorenden geographi- 
‘schen Standorte miteinander ist nicht gut moglich, weil dafiir etwa die 
gleiche Anzahl von Proben von jedem Standort hatte vorliegen miissen ; 


Tabelle 4. Vorkommen der Arten der niederen Phycomyceten an den verschiedenen 
geographischen Standorten. 

W Wangerooge, S Spiekeroog, N Norderney, M Maasholm, K Kiel, L Lido, A Adria 
: bei Grado, E Elba, P Pyrenadenhalbinsel. Nummern wie in Tab. 1. 


Nr. Mi Sg 0) iy RR AS my oe, 
10 | Olpidium pendulum... 2... she too | SPs ect tty Ak Maat 
3 5G LWRUMANS  Liisy re Bs ce 5) 2% + + 4+4/)/4+ 4/4 4. 4+ 4 
15 % maritimum ... 1... a Bee Ea SLAY sine Rael 
8 39 So ee 
MSNA ACFOMYCES SPOCs, yw Ete ce iep iy ne Sele Oa eh TS eee a een ele ale 
14 | Rhizophidium subangulosum. . . | — | +)/+ —-—-— — 
6 sphaerotheca. ... . ese ges AS SEM ein ate) A PEE pra eet 
4 5 eae carpophilum Lies spate Vee se AR De Seg niet TA 
12 y sphaerocarpum Sin Pictet > Het ae when Coal gigckcg tier Sets 
29 | x Cyclotelhaers op eM 5 | ap eae | pas 
- 28 “iss VETTUCOSUM «sie ae fe My 
4 % spec. (halophil) Shi ye! Pryde re a Ses erie ee ees 
30 spec. (chitinophil) Ea Ree yi a ee te le 
9 ER ech iran synchytrii de 
17 * biporosum ..... a pe Salat AER ES 
SAI re n. spec. Reinboldt . .| + + + —- — 
1 Fy BPCCie-sticetten a laa Se +4 +/4+ 474 4+ — = 
B19) | Karlingia r0sea 2 0.) tee et) a PIS een ee aes 
LG GOST phonared SPEC. Tess co i ie ee esle: gaara 
27 55 SPECK Oates, tren +s tea) ENA ae | eee eS || Yee ey wee a EE 
Pp OChYyirsdtum. SPCC... a, 4. _ ace ge eh ah 
22, | Nowakowskiella elegans... . . + + ae 
23 | Pseudolpidium spec. ..... . ee en ee ae 
24 | Lagenidium Rabenhorsti a A Ee ee 
26 | Pythtiogeton spec... «9. 1+. . aah ae Spee t 
— oes 
19 16 16 


auch die Anzahl der Ansatze hatte sehr genau gegeneinander abgeglichen 
‘sein miissen. Trigt man aber simtliche Funde in eine Tabelle ein (Tab. 4), 
so sieht man, daB zwar nicht alle 25 niederen Pilze tiberall vorkamen, 
daB aber ihre Mehrzahl ziemlich gleichmafig iiber die drei Meere verteilt 


dh 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 22. 
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war!; jedoch wurden in keinem der Meere alle 25 Arten zusammer 
gefangen. Auf den drei NordseeinselIn kamen 19, an der Ostsee 16 un 
am Mittelmeer ebenfalls 16 Arten vor. Da diese Zahlen immerhin aus 
195 Erdproben mit 1150 Anwiichsen an den Kédern gewonnen sind, 
so darf man sie wohl als im groBen ganzen zuverlassig ansehen. Die 
Anzahl der Arten in allen drei Gebieten diirfte also in groBen Ziigen gleich 
sein. Abgesehen von den ganz seltenen Arten, die nur ein- oder einigemal 
gefunden wurden (die unteren Nummern in Tab. 1), ist kein Pilz dabei, 
der auf eines der drei Meere beschrankt ware. Die Pilze Nr. 1—15, 17, 19 
und 20 kamen in allen drei Meeren (davon die Nrn. 1—5 auch an allen 
neun geographischen Einzelsammelorten) vor, die Nrn. 18 und 21—25 in” 
zweien und der Rest in nur einem. 


Soweit es sich um nur einmaliges Vorkommen handelt, kann man daraus nattir- 
lich keinerlei Schliisse auf sonstige Verbreitung ziehen. Aber auch bei etwa einem 
Dutzend oder etwas mehr Funden kann Zufall keinesfalls als ausgeschlossen gelten._ 
DaB z. B. Phlyctochytrium nov. spec. Reinboldt, das nach Tab. 4 im ae ae 
gebiet fehlt, deshalb als ein ,,nordischer*‘ Pilz bezeichnet werden miiBte, ist wohl 
mehr als zweifelhaft?. Olpidiwm maritimum wurde (siehe Tab. 4) nicht in der Ostsee~ 
gefunden; der daraus leicht zu ziehende SchluB, daB es nur in Gebieten mit vollem 
Salzgehalt vorkame, ware sicherlich nicht richtig. Die Art ist im Gegenteil wohl ein — 
Brackwasservertreter (siehe unten). Micromyces spec. fehlte in der Nordsee. Kame 
er nur in der Ostsee oder nur im Mittelmeergebiet vor, so wire das verstindlich; 
daf er aber in dem ebenso salzreichen, aber warmeren Mittelmeergebiet und gleich-— 
zeitig in dem ebenso kalten aber salzirmeren Ostseegebiet gefunden wurde, er-— 
schwert das Verstandnis fiir sein Fehlen in der Nordsee sehr. Siphonaria spec. 1_ 
fehlt nach Tab. 4 in der Ostsee und im Mittelmeer, Siphonaria spec. 2 wurde dagegen © : 
nur in der Ostsee gefunden. Die einzige bei SPARROW (1940) verzeichnete Art von — 
Siphonaria ist von leeren Insektenhaiuten in Dinemark und Amerika bekannt, was — 
nicht sehr fiir eine enge Beschrankung des Vorkommens spricht. Auch bei Siphonaria — 
kann man also kaum mit Sicherheit tiber das Fehlen in einem der Meere sprechen. — 


Es liegt also keinerlei zwingender Grund zu der Annahme vor, daB . 
auch nur ein kleiner Teil der gefundenen niederen Phycomyceten auf 
eines oder das andere der drei Meere beschrinkt sein miisse. Wiirde einer — 
der haufigen Pilze in einem bestimmten Gebiet fehlen, so wiire das — 
natiirlich tiberzeugend. Im tibrigen soll natiirlich nicht behauptet werden, 
dafi man nicht noch Chytridiales oder andere niedere Phycomyceten fin- ; 
den kénnte, deren Vorkommen auf ein enges Gebiet beschriinkt wire; 
dafiir ist es aber vorliufig noch zu friih. 


3. Okologische Standorte. 
a) Zahl der Arten. 


Aus den bisherigen Darlegungen war schon zu folgern, daB die Pilze an 
den dkologisch verschiedenen Stellen des Meeresgrundes und Strandes 


1 Von Norderney, Elba, Spanien und der Adria wurden relativ zu wenige Ansitze— 
gesammelt. 


* Es wurde auch von GarrRTNER (1953) in Afrika gefunden. 
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nicht iberall in gleicher Zahl vorkommen Das wird noch deutlicher, 
wenn man die Standorte nach dkologischen Gesichtspunkten 
ordnet und fir die Orte gleichen 6kologischen Charakters die an ihnen 
gefundene Artenzahl zusammenzihlt, daraus das Mittel bildet, und diese 
Werte graphisch darstellt, wie es in Abb. 1 geschehen ist. 
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Abb. 1. Zahl der Arten niederer Phycomyceten an verschiedenen 6kologischen Standorten. 


An den ausgesprochenen Unterseestandorten waren im Mittel nur 
0,5 niedere Arten vorhanden. In der Gezeitenzone (Eulitoral) wurden 
sie haufiger, besonders, wenn die Stellen verschmutzt oder von makrosko- 
pisch erkennbaren Tieren besiedelt waren. Im Sptilsaum stieg ihre Zahl 
auf 3,8 an, der hinter dem Sptilsaum liegende, von hdheren Pflanzen 
noch vollig freie Strand (Supralitoral) war dann wieder ein wenig pilz- 
armer; mit dem Auftreten von Strandpflanzen wurden sie dann aber 
wieder etwas reichlicher. In den Diinen stieg die Zah] dann sehr stark 
an (6,1 als Mittelwert von Wei8- und Graudiinen). 

Im Watt waren im iiberfluteten Sand etwa gleichviele Pilze wie am 
Strand (im Schlick etwas mehr). Auch hier wirkte der Pflanzenbewuchs 
pilzsteigernd: In den Wattwiesen waren annahernd gleichviel Pilze 
(3,2) wie am bewachsenen Sandstrand; die wattseitigen Graudiinen er- 
gaben nur wenig hdhere Zahlen (4,5) und wesentlich geringere als in den 
WeiBdiinen. In der Abbildung sind auch die sehr hohen Werte fiir die 
allerdings in nur wenigen Exemplaren untersuchten im Wasser stehenden 
Pfahle dargestellt. 
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Wenn sich die Werte auch nicht sehr stark voneinander unterscheiden, 
so ergibt sich doch insgesamt ein ganz eindrucksvolles Durchschnittsbild 
fiir die Zunahme der niederen Phycomyceten in der Richtung von der 
See zum Land!. Im einzelnen sind aber doch auBerordentlich viele und 
starke Abweichungen von der Regel vorhanden; sie werden im Abschnitt 
, Besprechung“ noch erértert werden. 


b) Verteilung der Arten. { 


In Tab. 5 sind die dkologischen Standorte in nur 6 Gruppen aufgeteilt ; 7 
durch ein + ist angegeben, welche Pilze dort vorkamen. Dabei sind in 
diesem Falle auch die ,,Restpilze“; also die septierten Mycelien, Oomyce-. 
ten usw. (Nr. 1, 5, 7, 18, 20) mit aufgenommen. Die Gesamtzahl der Arten 
ist in den 6 dkologischen Gruppen ungefahr gleich gro (18—25). : 


DaB der unbewachsene Sandstrand etwas mehr Pilze aufweist als die iibrigen 
Formationen, ist wohl sicher Zufall und diirfte in der Hauptsache daher kommen, 
da8 Strandproben an simtlichen Orten eingesammelt worden sind, so daB aus: 
keiner 6kologischen Formation so viele Proben vorlagen wie vom Strand. 

Die haufigeren Pilze (Nr. 1—7) kommen, wie die Tab. 5 zeigt, in allen Forma- 
tionen vor. Beim allmahlichen Riickgang der Haufigkeit macht sich dieser dann. 
nicht in einer bestimmten Formation geltend, sondern z. B. Nr. 8 fehlte in den 
Diinen, Nr. 10 an den im Wasser stehenden Pfihlen, Nr. 13 im Spiilsaum usw.; 
eine Regel ist nicht zu erkennen. Auch die sehr seltenen Formen (etwa_ 
Nr. 23—30) sind nicht etwa alle in einer Formation vorhanden, sondern sie sind 
regellos zerstreut. 


Diese unregelmaBige Verteilung ergibt sich auch sehr deutlich aus der 
Tab. 6. 


In ihr ist fiir drei der 6kologischen Standorte, namlich das standig unter 
Wasser liegende Areal (einschlieBlich Spiilsaum), den vegetationslosen und den mit 
hdheren Pflanzen bewachsenen Strand die Aufteilung nach den geographischen 
Sammelorten vorgenommen. Der Anfangsbuchstabe des betreffenden Ortes in 
der Tabelle zeigt an, wie die Pilzarten verteilt waren. Bei der Aufstellung der Ta- 
belle wurde nur der Befund in der jeweils artenreichsten Probe des betreffenden 
Gebietes beriicksichtigt. 

Bei den submersen Standorten lieferte die Strander Bucht bei Kiel (K in der 
Tabelle) die artenreichste Probe mit 8 niederen Phycomyceten. Obgleich an allen 
submersen Standorten aller drei Meere zusammen 18 niedere Arten gefunden wur- 
den, hatte die artenreichste Probe Kiels also nur 8 davon und die tibrigen Ortlich- 
keiten noch bedeutend weniger*. Am Strand lagen die Verhaltnisse entsprechend. 
Hier dominierte der Lido von Venedig mit 12 Arten. Samtliche Standorte in Tab. 6 
zusammen ergeben — immer von der artenreichsten Probe jedes Ortes ausgehend — 
18 Arten, Erst bei Hinzuziehung der Proben mit geringeren Ausbeuten kommen 
noch weitere Arten hinzu, so daB insgesamt in allen drei Meeren zusammen am 
makroskopisch unbewachsenen Strand 25 Arten gefunden wurden. 


1 Fir die Gesamtheit der iibrigen Pilze, also die Oomyceten, Mucorineen und 
septierten Mycelien, ist es ebenso. 

2 An den in der Tabelle nicht genannten Orten wurden keine Unterwasser- 
standorte gepriift. 


es 
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Tabelle 5. Vorkommen der Arten der niederen Phycomyceten an ékologisch 
verschiedenen Standorten (Pilze nach ihrer Héufigkeit geordnet). 


| | z 4 Strand 
fe os | 

wey| 2 S) ‘| y 
ise fes| 2 | 88) 28) 4 |-8 
eseptierterEy phen’). 2 3 2. 6 Seo: | 637 | + | + | sico|l the I Se ga 
2 Rhizophidium carpophilum ..... . TOL GY Seay ied Sell Ue uefa 
3 Olpidium lumurians ..... 1... ES Tap coten Soret aerate ale 
4 Rhizophidium spec. (halophil) .... | 180} 4+ )/+})/4+)/ 4+) + 44+ 
SS LPR AS Oa ere ee 11d} P| | ee Te 
6 Rhizophidiwm sphaerotheca ..... . 100 |} + lee se Pt t+ 
RPMI CORACCEN pte rs cette INES, 997; tpt yey te] ty te 
BROsdviLm Specs Warley VM ils, Yes je STEN GAR eters ae ile ee ee eer ee 
9 Phlyctochytrium synchytrit ..... . / 9O;4+;4+);4+)})4)y+)])— 
10 Olpidium pendulum ......... 66 | + / a ee oe ee ee 
El Phiyctochyirium.spec. .. . .,. <> - 61; 4+)/4+;)+)/+)+ + 
12 Rhizophidium sphaerocarpum.... . 59; +e) ty 4aye+i tit 
1S Unseptierte Hyphen . . .. ... .. 446; +/—/}+/)4+])+/+ 
14 Rhizophidium subangulosum .... . ; 8}/ +} +)4+)/)— = 
15 Olpidiwm maritimum ........ | 35} + | — ver | ee 
16 Siphonaria spec.7. ....5....--. he: BBs he Oye Re: fetbedeh deep cee eee 
17 Phlyctochytrium biporosum..... - P27 +)—}+]4+ | te 
HS eMacromyces spec. \ «BP. ne alls 9 | — | ape ltl Hl = 
OMI PIEGtAtT OSES Matys lst. lee ie es 23 | — =i sip cl =a loka 
EO PSaprolegneaceenie bes) Ss) js) oe ee | 22} + )—} + | +) +) + 
21 Phlyctochytrium n. spec. Reinboldt . . | 16 pti ty tla] rie 
22 Nowakowskiella elegans ......- 138 Se -E se SaB 
23 Pseudolpidium spec. ......- > ae a fie = 
24 Lagenidium Rabenhorstti. ..... . f 82h fp pp Pe Pe 
Porchyindiwm spec. 6 0 ee ee Vea S/o) (reese i even ea es ee NR 
Pam ytitogeton spec. v-" s. . 4.) 0 Pe. | 5 | — Reps nee eh eg a 
BieStphonaria spec.2. .. le ee We se ae a a lee Pi 
28 Rhizophidiwm verrucosum. ....-.. |) 3) —)— cea thea fl Some 
29 ps CYUCLOLIAC Yas pate te 3}/—}|—!|—}]+)—-|— 
30 * spec. (chitinophil) Pek Soh els 
2069 | 18 | 18 | 25 | 21 | 21 | 18 


Man muB also sehr viele Proben von verschiedensten Orten zu- 
sammentragen, um einen wirklichen Uberblick zu bekommen. 

Etwas giinstiger waren die Verhaltnisse im Gebiet mit hdheren Pflanzen. Hier 
sind die Liicken in der Tabelle viel geringer; die Besiedlungsdichte des Bodens war 
hier offenbar gréBer, so daB eine viel groBere Ubereinstimmung zwischen den arten- 
reichsten Proben, fast méchte man sagen, schon eine gewisse Hinténigkeit herrschte. 
Maximal kamen hier in der besten Probe (8) 12 niedere Arten vor, die anderen waren 
aber auch nicht weit von dieser Zahl entfernt. 

1 Auf Norderney und an mehreren der Mittelmeerorte wurden vom bewachsenen 
Strand keine oder so wenige Proben gesammelt, daf auf ihre Anfiihrung in der 
Tabelle verzichtet werden muB. 
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Trotz der vielen ,,Nieten‘‘ enthielt die artreichste Strandprobe vom 
Lido und die Proben des bewachsenen Strandgebietes von Spiekeroog 
und Kiel mit 12 von 25 und 12 bzw. 11 von 21 Gesamtarten iiber 50%, 
der Gesamtarten des betreffenden dkologischen Gebietes; d. h. daB hier 
bereits eine einzige Probe mehr als die Halfte der Arten 
enthielt, die in den drei Meeren zusammen in diesem Gebiet 
vorkamen. 


Man kann die 6 6kologischen Formationen der Tab. 5 natiirlich 
noch weiter unterteilen, etwa in Boden aus groBerer Meerestiefe 
(23 m), flaches Ufer, Wattwiirmerhaufen, verschmutzte und schlickige 
Stellen, vollkkommen staubtrockener Sand, relativ natiirlicher bzw. stark 
von Menschen besuchter Sandstrand, bewachsener und unbewachsener 
Strand, Watt, Wattwiesen, Wege, treibendes Holz, Brackwasser usw. Auf 
diese Weise haben wir 23 Unterformationen gebildet (ihre Aufzahlung 
ist wohl entbehrlich) und die Verteilung der Pilze in ihnen ermittelt. 


Die septierten Hy phen waren in ihnen allen vorhanden. Die Pythien waren 
schon weniger verbreitet und fehlten in 5 der 23 Unterformationen. Ganz zweifellos 
wiirden die Pythien allerdings wohl bei langerem Suchen an allen diesen Stellen 
noch gefunden worden sein; aber sie sind eben doch nicht so haufig wie die septierten 
Mycelien. Auch die Mucorineen wurden an 8 Stellen nicht verzeichnet, und die 
Saprolegnien traten sogar an zwolf der 23 Unterformationen nicht auf; die ,,son- 
stigen unseptierten Hyphen‘ fehlten sogar an 13 Unterstandorten. Es ware 
aber sicher nicht richtig, daraus weitgehende dkologische Schliisse zu ziehen. 

Die haufigste Chytridiale Rhizophidiwm carpophilum (Nr. 2) war auBerordent- 
lich verbreitet; sie fehlte im Meerestiefboden, an zwei Sandstellen des flachen Wassers, 
auf dem Treibholz und in den Graudiinen, also in 5 der 23 Unterformationen, und 
war somit haufiger als selbst die Pythien. Auch die Chytridialen 3 und 4 (Olpidium 
luxurians und die halophile Rhizophidiuwm-Art) waren auBerordentlich verbreitet. 
Olpidium luxurians (Nr. 3) wurde nur nicht im Tiefenboden, an drei Unterwasser- 
stellen, im Sand des Watts, auf dem Treibholz, im Brackwasser und in den Watt- 
wiesen gefunden. Rhizophidium sphaerotheca (Nr. 6) lie sich tiberall auBer in den 
tonigen Tiefenproben, in zwei Sandproben des flachen Wassers, im wenig begange- 
nen Strand, in den Graudiinen, im Wattsand, auf dem Treibholz und im Brack- 
wasser nachweisen. Auch das alles ist aber zweifellos nicht 6kologisch bedingt, son- 
dern Zufall. Der eine Organismus wurde hier, der andere dort nicht gefunden; und 
die negativen Befunde muften natiirlich um so zahlreicher werden, je seltener ein 
Pilz vorkommt. 

Von den seltenen Vertretern (am Schlu8 der Tab. 5) stammte Nr. 20 von 
einem im Nordseewasser stehenden Pfahl (Spiekeroog), Nr. 29 von Wattwiesen auf 
Spiekeroog, Nr. 28 vom viel begangenen und Nr. 27 vom wenig begangenen Strand 
der Costa Brava in Spanien. Auch hieraus lassen sich keine dkologischen Schliisse 


ziehen. 4 

Bei einigen Pilzen sind aber doch Beziehungen zum dkologischen 
Standort zu erkennen. 

So ist auffallig, daB Siphonaria spec. J und Micromyces spec. (Nr. 17 u. 
18), obgleich ziemlich reichlich gefunden (35 und 25 mal), beide ausschlieB - 
lich fiir den Strand verzeichnet sind. Pseudolpidium (11 Funde) ist sogar 
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: 
nur am unbewachsenen Strande gefunden worden, und die 5 Vorkommen 
von Pythiogeton sind auf bewachsenes Gelande beschrankt. Die Sicher-. 
stellung, ob diese Arten tatsichlich einen beschrainkteren Lebensraum 
haben als die iibrigen (daB bei 25 u. 35 Funden lediglich durch Zufall alle 
auf den gleichen Standort fielen, kann wohl kaum als wahrscheinlich 
bezeichnet werden!), muB man aber vorsichtigerweise weiteren Unter- 
suchungen tiberlassen. 

Eindeutiger ist das Verhalten von Karlingia rosea. Dieser auf dem 
Lande sehr verbreitete Pilz wurde 23 mal gefunden, und zwar ausschlieb- 
lich am Strand und in den Diinen. In den gesamten Ansatzen vom 
Meeresgrund und dem Spiilsaum sowie von den im Wasser stehenden 
Pfaihlen war Karlingia nie vorhanden. Das spricht wohl eindeutig dafir, 
daB diese Art ein ausgesprochener Land pilz ist. 

Wahrscheinlich kommt — was aus der Tabelle aber nicht zu ersehen 
ist — Rhizophidium spec. (halophil) (Nr. 4) nur selten oder gar nicht an 
nicht salzigen Standorten vor. 


Es ist zwar in allen Formationen der Tab. 5 verzeichnet; die Tabelle enthalt ja 
aber nur ganz groBe Gruppen, die teilweise auch salzirmere Standorte umfassen. 
Die Art fehlte in den strandfernen Graudiinen (Spiekeroog), auf den Slurpads 
zwischen Strand und Ort (Spiekeroog), in einem hinter der Diine gelegenen Acker 
(Maasholm), sowie im Brackwasser (Elba); auBerdem kam sie allerdings auch an 
zwei der Unterwasservollsalzstandorte und auf einem im Seewasser stehenden, 
sonst reich verpilzten Pfahl nicht vor. Da der Pilz sonst sehr haufig war (130 Funde), 
so ist das Fehlen an den salzschwacheren Ortlichkeiten recht auffallig. Auch bei den 
Ansatzen in Salz- und SiBwasser (Vorversuche) zeigte er seine Vorliebe fiir salziges 
Wasser. 

Auch Olpidium maritimum kommt offenbar eine Sonderstellung zu; 
der Pilz scheint hohen Salzgehalt zu meiden. 

In Tab. 5 hat er allerdings bei ,, Unterwasserstandorte** ein +, er wurde aber in 
nur einer einzigen der Sublitoral-Proben gefunden, und zwar an einer bei Niedrig- 
wasser trockenliegenden Stelle im festlandseitigen Watt von Spiekeroog, also an 
einer Ortlichkeit mit vermindertem Salzgehalt. Zwei weitere Fundstellen stammten 
aus dem Eulitoral auf Wangerooge und alle iibrigen 18 aus dem Supra- bis Epilitoral. 

Auch Rhizophidium sphaerocarpum (Nr. 12) mag ein wenig ein Sonder-. 
ling sein; es fehlte in 12 Unterformationen, die so verteilt sind, daB man 
eine gewisse Bevorzugung trockener Standorte vermuten kann (nur 
3 seiner 11 Fundstellen sind stindig von Wasser bedeckt). Bei Rhizo- 
phidium subangulosum (Nr. 14) waren sogar nur 2 (ein Flachwasser- 
meeresboden und der Spiilsaum) stets naB; und auch fiir die Nrn. 3, 9, 10 
und 17 kann eine Bevorzugung trockener Formationen nicht ohne wei- 
teres von der Hand gewiesen werden. Da aber die trockeneren Standorte 
im allgemeinen pilzreicher sind als die meerwasser-nassen, so kénnte doch 
eine Vortiuschung vorliegen. Die dkologischen Interpretationen stehen 
also wenigstens teilweise einstweilen noch auf schwachen FiiBen und be- 
diirfen weiterer Nachpriifung. 
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Es wiirde zuviel Raum beanspruchen, in gleicher Weise das Vorkom- 
men auch der tibrigen Pilze im einzelnen durchzusprechen. Wenn auch 
vielleicht der eine oder andere Pilz besondere Anspriiche an seinen Stand- 
ort stellen mag, so kann doch andererseits kein Zweifel bestehen, da8B in 
groBen Ziigen die meisten Pilze in allen Formationen vor- 
kommen. 


II. Besprechung. 


Die Untersuchungen haben ergeben, daB im Meerwassergebiet 
zahlreiche saprophytische niedere Phycomyceten (besonders Chytri- 
diales) vorkommen, und zwar sowohl im Benthos wie in den verschiede- 
nen Stufen des Litorals. Der MiBerfolg Sparrows (1937), solche Formen 
einzufangen, liegt zweifellos nur daran, daB er nicht die richtigen Koder 
angewandt hat?. 

Die Artenzahl scheint im staéndig vom Wasser bedeckten Meeresgrund kleiner zu 
sein als an den terrestrischen Standorten. Ganz sicher laBt sich das allerdings noch 
nicht behaupten, denn in der meistens relativ pilzarmen Gezeitenzone kamen ver- 
einzelt Nester mit zahlreichen Arten vor, und man kann nicht behaupten, daB es im 
Meeresgrund keine solche Nester gabe. Keinesfalls liegt aber eine Verminderung 
der Zahl wie auch der Haufigkeit ihres Vorkommens landwarts vor?. 

Die hé6chste Artenzahl einer Probe war 12; GAERTNER (1954) fand 
in Boden Afrikas maximal 14 Arten. 

Die innerhalb des Salzwasserbereiches gefundenen Arten waren im 
wesentlichen die gleichen wie sie vom salzfreien Lande bekannt 
sind. Wenn es auch moglich ist, daB sich bei genauerer Durcharbeitung 
unseres Materials noch diese oder jene neue Art ergibt, so wiirde das an 
dem Allgemeinergebnis der Ubereinstimmung nichts andern ; denn 
auch auf dem Lande und im SiiBwasser werden ja standig noch neue Arten 
niederer Phycomyceten gefunden (Coucn 1951, Karine 1951, Spar- 
Row 1953, Canter 1954). In morphologischer und systematischer 
Hinsicht unterscheiden sich also die marinen Phycomyceten 
von den terrestrischen nicht oder hochstens sehr wenig. 

Diese auBerordentlich geringe Auspragung eines spezifisch marinen 
Charakters mu8 um so mehr in Erstaunen versetzen, als bei den Algen und Tieren 
ja ganz auBerordentlich scharfe Unterschiede zwischen den Meeres- und den SuB- 
wasser- bzw. Landbewohnern bestehen. ,, Der Gegensatz Meer-SiiBwasser gehért zu 
den scharfsten biologischen Trennungslinien die wir kennen‘‘... ,,Die Zahl der 
beiden Lebensriiumen gemeinsamen Arten... betragt unter 1% der Gesamtarten- 
zahl*‘ (REMANE 1940, S. 2). 

Diese tiberraschende Unspezifitat stimmt im tibrigen aufs beste 
mit unseren gesamten bisherigen Géttinger Erfahrungen tiber 
die niederen Phycomyceten iiberein ; es hat sich immer wieder gezeigt, 


1 Er verwendete Stiicke von Calamus und Sagitta sowie von Fischen. 
2 Uber die ,,Pilzhaufigkeit‘‘ soll an anderer Stelle berichtet werden. 


—_— 
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daB die niederen Phycomyceten, d.h. in erster Linie die Chytridiales, 
iiberall auf der Welt (wir haben ihr Vorkommen vom Aquator bis zum 
Polarkreis untersucht) die gleichen sind (Remy 1949, Harper 1954). 
DaB es unter ihnen trotzdem physiologische Rassen geben kénnte, 
soll damit nicht bestritten sein. 

Im iibrigen haben unsere jetzigen Untersuchungen bestatigt, was 
schon frither, als man noch kaum andere als parasitische marine Phyco- 
myceten kannte, ausgesprochen worden ist, daf naémlich auch unter den 
Saprophyten die Chytridiales im Meere wohl verbreiteter sind als die 
fadigen Familien der Phycomyceten. Von etwa 2000 Gesamtpilzfunden 
(wobei die héheren Pilze, die Saprolegniaceen, Pythien und Mucoraceen 
aber nicht in ihre Arten aufgeteilt sind, also zahlenmafig zu niedrig 
erscheinen) gehorten mehr als 1000 zu Chytridiales-Arten (darunter 492 
Rhizophidien, 297 Olpidien und 178 Phlyctochytrien). Am verbreitetsten 
tberhaupt waren allerdings die septierten Hyphen; sie traten fast iiberall 
auf und wurden 637 mal protokolliert. 

Die Zahl der je Probe gefundenen niederen Phycomyceten war, wie 
gesagt, auBerordentlich verschieden (zwischen 0 und 12). 

Nachstehend seien einige Gesichtspunkte diskutiert, die fiir diese 
Unterschiede maBgeblich sein kénnten. 

Fur saprophytische Organismen muB natiirlich die Versorgung mit 
organischer Substanz eine groBe Rolle spielen. Es ist daher im ersten 
Augenblick vielleicht etwas verwunderlich, daB der reine Sand des 
Meeresgrundes oder des von keiner héheren Pflanze besiedelten Eulito- 
rals und des noch gelegentlich iiberfluteten Supralitorals tiberhaupt 
Pilze enthalt. Aber die Zoologen haben gezeigt, daB diese Sande durch- 
aus nicht ohne Tierleben sind; besonders das Eulitoral ist im Poren- 
system des Sandes von einer ungeheuren Fille von Tierarten be- 
siedelt (REMANE 1940, 1952, Bock 1952). Wenn auch verwickelte Durch-_ 
sptilungsverhiiltnisse des Sandes komplizierend wirken, so fehlt es doch 
ganz zweifellos im Sande nicht an tierischen Resten!, aus denen sich 
Pilze ernahren kénnen. Neben den ,,stiindigen Einwohnern“ der Sand-. 
gebiete diirfte eine wohl noch wesentlichere Rolle der Auswurf des 
Meeres am Spiilsaum und an der Hochwassergrenze der Sturmfluten 
usw. spielen. GroBe Algenbiischel? wie Meerestiere werden hier an Land 
gespult und kénnen zweifellos zu lokal starken Anreicherungen von 


‘ Nach Bock (1952) kommen im Sandgrund der Kieler Bucht allein 128 Arten 
von Ciliaten vor. 

* Kine direkte Ausnutzung von Teilen der Wandsubstanz von Algen scheint nicht 
stattzufinden. Jedenfalls wurden im Gegensatz zu den Bakterien, von denen 1—2% 
der aus dem Meerwasser isolierten Kolonien Agar zu lésen vermoégen (RIPPEL- 


BatpEs 1952, 8. 114), keine Arten gefunden, die auf Agar als Kéder angewachsen 
waren. 
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C- und N-haltiger Substanz fiihren. Die pilzreichen Nester, die sowohl auf 
Wangerooge wie am Lido am sonst wesentlich artenirmeren Strand ge- 
funden wurden, sind wohl ganz zweifellos auf solche lokalen Nahrungs- 
anhaufungen zurtickzufiihren. Aber nicht nur der ,,Auswurf des Meeres 
spielt eine Rolle. Wenn im gelegentlich itiberfluteten Supralitoral auch 
keine héheren Pflanzen zu gedeihen vermégen, so gibt es hier doch noch 
angesiedelte Meeresalgen wie Ulothrix, Urospora, Bangia, Ralfsia, 
Prasiola und Cyanophyceen (HorrMann 1940), die lokal Nahrung fir 
Pilze liefern kénnen. Von besonderem Interesse ist dabei der Cyano- 
phyceensand (HoFrrmMann 1942, 1949). 


In ihm ist unter einer wenige mm starken, hellen und trockenen Oberflachen- 
schicht der Sand in auch nur wenige mm Dicke durch Cyanophyceen griin gefarbt. 
Der Cyanophyceensand bildet in etwa 1 m Abstand oberhalb der Linie des mittleren 
‘Tidenhochwassers eine mit bloBem Auge erkennbare griine Zone von geringer 
Breite, in der eine reiche Mikrofauna lebt [nach Grriacu (1953) hundert Tier- 
arten]. Solche lokalen Gebiete niederer Pflanzen und Tiere kénnen natiirlich auch 
Nestern bzw. Streifen von Pilzen die Existenz erméglichen?. 


Wo dann auBerhalb des Uberspilungsgebietes sich erst einmal 
héhere Pflanzen ansiedeln konnen, kommt es zu Humusbildung, wodurch 
giinstigere _Entwicklungsbedingungen fur Pilze entstehen. Daf in der 
Rhizosphiare auch mancherlei komplizierte Wechselwirkungen zwischen 
hdherer Pflanze und den Phycomyceten eintreten kénnen, wissen wir 
durch die Rernsouptschen (1951) Untersuchungen. 

Auch der Mensch kann wohl mit zur Schaffung giinstiger Bedingun- 
gen fiir die Entwicklung der Pilze beitragen. In den Gebieten der Burgen 
und Strandkérbe der Badegiste waren die Bodenproben immer beson- 
ders pilzreich (Spiekeroog: Sptilsaum des Meeres 2,5, anschlieRendes 
Trockengebiet fast steril, Strandburgenzone 3 niedere Arten; Lido: 
letzte 8 Proben vor den im Hintergrund des Strandes aufgestellten Ka- 
binen im Mittel 3,5, zwischen den Kabinen 12 niedere Arten®?! Sehr ein- 
dringlich machte sich der Einflu8 des Menschen auch an der Costa Brava 
in Spanien geltend. An einem wenig besuchten Strand wurden 1,3 
(maximal 2), an einer stark von Badegiisten besuchten Stelle ganz in 
der Nahe 5,5 (maximal 6) niedere Arten gefunden. 

Der menschliche Einflu8 braucht sich dabei nicht nur in der Vermeh- 
rung der organischen Substanz, also in Verschmutzung, geltend zu 
machen, sondern auch die durch das standige Betreten des Strandes 


1 Unsere Versuche sollten nur der ersten Orientierung tiber das Vorkommen 
saprophytischer Chytridiales und andrer Pilze im marinen Gebiet dienen; auf 
lokale Besonderheiten konnte beim Einsammeln noch nicht geachtet werden. > 

2 Hier diirfte allerdings noch folgendes hinzukommen: Die Holzkabinen haben 
Giebeldacher, von denen das Regenwasser zwischen je 2 Kabinen flieBt. Hinter dem 
Strand ist eine FahrstraBe, von der Staub auf die Kabinendacher und von ihnen 

mit dem RegenabfluB8 wieder in den Raum zwischen den Kabinen gelangen kann. 
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bedingte Verfeinerung des Sandes diirfte dabei mitwirken. (Arten- 
zahl je Probe auf Elba: in sehr grobem Sand 0, 0, 2, 0, 0, 0, 0, 5; in feinem 
Sand hingegen: 1, 1, 1, 0, 11). Im groben Sand ist die Beweglichkeit der 
Korner groBer, die wasserhaltende Kraft geringer usw. usw. Fir zoolo- 
gische Objekte gibt es eine reiche Literatur, die sich mit solchen und ver- 
wandten Problemen beschiaftigt (z. B. Remanr 1940, 1952, WiLLMANN 
1952, GeRLACH 1953, Book 1952). Der verschiedene Grad der Beweglich- 
keit des Sandes dirfte auch die Ursache fiir den gréBeren Pilzgehalt 
zwischen den Steinen und Pfahlen der Buhnen und dem freien Sande 
auBerhalb der Buhnen auf Spiekeroog sein. 

Vor Beginn der Untersuchungen hatten wir vermutet, da8 sich ein 
wesentlicher Unterschied im Pilzgehalt zwischen dem Sandboden an der 
freien Meereskiiste und dem Schlick im Watt ergeben wiirde. Durch den 
groBen Detritusreichtum entsteht im Watt vielerorts eine schwefel- 
wasserstoffreiche Schwarzschicht. Tatsachlich waren auch Unterschiede 
im Pilzgehalt des Wattbodens vorhanden, je nachdem ob er sandig oder 
schlickig war. Aber die Verschiedenheiten waren geringer als wir zu- 
nachst angenommen hatten. Offenbar wirkten hier giinstige und ungiin- 
stige Verhaltnisse verwickelt durcheinander. Da die Zahl der von uns 
gepriften Wattproben nicht sehr groB ist, miissen weitere Untersuchun- 
gen hier endgiiltige Klarung schaffen. 


Kiner Erorterung bedarf natiirlich auch der Salzgehalt. 


An den ostfriesischen Inseln betragt er an der freien Seeseite 31—32°/ 9 (auf der 
Wattseite weniger), in der Ostsee am Kieler Feuerschiff im Mittel 16°/o) und in der 
Strander Bucht 15/9). Die Zahlen schwanken jedoch sehr stark. Die Extreme waren 
in der Strander Bucht 1953 10,9 und 20,02°/o9, bei Maasholm (wohl Schleimiinde?) 
1954 14,58 und 21,10°/o)°. NeuBavEr und JAECKEL (1935/36, siehe auch Scuutz 
1940, Wirtia 1952, KAnDLER 1952) geben fiir den Salzgehalt der freien Ostsee vor 
der Schleimiindung 12,05 bis 21,8°/,, an (unser Untersuchungsgebiet bei Oehe 
diirfte zu dieser Salzgehaltszone gehéren), innerhalb der Schleimiindung in der 
,,Maasholmer Breite“‘ (an der der Ort Maasholm liegt) 7,09 bis 18,3°/ 9 (also Schwan- 
kung um weit mehr als 100%!). Zu diesen Anderungen im Salzgehalt der groBen 
Wassermassen (bedingt durch Windrichtung, Aufstieg von Tiefenwasser u. i.) 
kommen dann am Strand noch értliche Anderungen durch die Wechselwirkung 
zwischen dem von der See her eindringenden Salzwasser und dem landseits aus der 
Tiefe aufsteigenden siiBen Grundwasser (H6HNK 1953,,). Das Wasser unter der 
Oberflache des Strandes ist daher meistens Brackwasser. Wie stark die Anderungen 
im Salzgehalt auf kleinstem Raum an Strand sein kénnen, zeigen GERLACHS (1953) 
Analysenzahlen vom Cyanophyceensand des Bottsandes (I. 7. 1950) ‘Tab. 7. . 

Auf einer Strecke von nur 10 mm lagen hier also ungeheure Unterschiede im 
Wassergehalt, Salzgehalt und der Besiedlung vor. Diese starken Differenzen ent- 
stehen dadurch, daB das brackige Grundwasser capillar aufsteigt und erst in den — 


' Die sehr geringe Pilzzahl aller Proben ist in diesem Falle darauf zurtickzuftih- 
ren, daf nur wenige Ansitze gemacht wurden. 

* Die Angaben verdanken wir der Freundlichkeit von Herrn Prof. Dr. C. Horr- 
MANN/ Kiel. 
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allerobersten Millimetern verdunstet. Je nach Witterung kann daher der Salzgehalt 
in dieser diinnen Deckschicht 2—120°/,, betragen, wahrend er sich in der Cyano- 
phyceenschicht (an der Ostsee) zwischen 2—10°/), halten diirfte. 


Tabelle 7. 
0 evn ea LE ay aa 
Tiefe 0—3 mm 3—7 mm 7—10 mm 
pPiteria Merc ee sets | weiBer, lockerer Cyanophyceen- _hellgelber Sand 
Sand Sand 
Wassergehalt*® .9. i. . 3,5% | 7,3% | L896 
Salzgehalt** . 2... . 28,99 / 49 6,78 lop 1,8°/o9 
Besiedlung .Oligochaeten —— 7 18 
je cm® . Nematoden . — 174 54 


. * Durchschnittlicher Wassergehalt aller drei Schichten 7,6%. 
** Salzgehalt des Porenwassers aller drei Schichten 6,2/o). 


Der Salzgehalt ist also 4uBerst starken Verénderungen unterworfen, 
und man sollte meinen, da dadurch die Pilzentwicklung weitgehend 
beeinfluBt werden miiBte, wie es bei den Tieren und den Algen tatsachlich 
der Fall ist. Wie es an den Extremstandorten, wie dem Cyanophyceen- 
sand, ist, konnen wir nicht sagen, da wir ihm keine Proben entnommen 
haben!. Der Unterschied im Salzgehalt der Nordsee und des Mittelmeeres 
gegentiber der Ostsee und dem noch salzirmeren Miindungsgebiet der 
Schlei beim Ort Maasholm (Extreme 32°/o) und 7°/o)) spiegelte sich an 
der Hauptmasse der eingefangenen Pilzarten aber tiberhaupt nicht wie- 
der. Ein Unterschied zwischen den niederen Phycomyceten 
der Ostsee und der beiden salzreichen Meere hat sich also 
nicht ergeben. Bei den ungeheuren ortlichen Schwankungen im Salz- 
gehalt mtissen mindestens die Ostseearten ja auch tber eine 
weitgehende Toleranz verfiigen. 

Wohl hat sich aber beim genauen Studium des Vorkommens einzelner 
Pilze an Ortlichkeiten mit salzigem oder mehr oder weniger brackigem 
Wasser wahrscheinlich machen lassen, daB gewisse Arten [z. B. Rhizo- 
plidium spec. (halophil) oder Olpidium maritimum] ihre bevorzugte 
Entwicklung an Ortlichkeiten mit bestimmter Salzkonzen- 
tration haben und an extremen Standorten vielleicht tiberhaupt nicht 
vyorkommen. Alle diese Arten wuchsen aber auf den Kéodern an, einerlei, 
ob diese in SiiBwasser oder in Meerwasser lagen. Es besteht bei ihnen 
also keine vollige Unméglichkeit zur Entwicklung in ungeeigneten Salz- 
konzentrationen, sondern es handelt sich wohl nur um eine Bevor- 
zugung bestimmter Konzentrationen. Dieser Schlu8 wird nahegelegt 
durch die Laboratoriumsuntersuchungen, die H6nnKk (1953, ,) mit 
Kiistenoomyceten und Olpidium maritimum angestellt hat. Sie ent- 


1 An allen stark besuchten Badestranden werden solche lokale Formationen 
natiirlich durch den Menschen zerstort. 
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wickelten sich bei Kultur in verschiedenen Salzl6sungen am besten in 
derjenigen Konzentration, die der ihres Fundortes entsprach. 

Wie wenig die weit iiberwiegende Mehrzahl der bei den vorstehenden 
Untersuchungen isolierten Meeres- und Kiistenpilze fiir ihr Gedeihen auf 
hohen Salzgehalt eingestellt ist, geht im tibrigen ja deutlich daraus her- 
vor, dafS bei den Kéderansatzen mit und ohne Meerwasser die groBte 
Zahl der Pilze im SiBwasser- und nicht im Meerwasseransatz 
gefunden wurde. 

Erst physiologische Laboratoriumsuntersuchungen kénnen hier die 
endgiiltige Klarung bringen. 

In der Literatur gibt es auBer den Untersuchungen von H6HNK nur 
sehr wenige Angaben iiber das Verhalten von Phycomyceten gegen ver- 
schiedene Salzkonzentrationen. Die Untersuchungen Musxkats (1955) 
beziehen sich auf Schimmelpilze, so da8 nur die Angaben GAERTNERS 
(1954) bleiben, der niedere Phycomyceten von wenigen, aber nicht genau 
beschriebenen Meeresgestaden Afrikas und vor allem aus salzhaltigen 
Binnenlandchotts isoliert hat; er hat auch bereits festgestellt, daB die 
Pilze im Laboratorium teilweise bei hoher Salzkonzentration zu leben 
vermogen. Die von ihm gefundenen Arten decken sich weitgehend 
mit den in den vorstehenden Untersuchungen festgestellten. Bei GAERT- 
NER fehlt von haufigen Arten nur Rhizophidium sphaerocarpum, auber- 
dem die damals noch nicht bekannten Rhizophidium spec. (halophil) und 
Olpidium maritimum sowie einige seltene Arten. Andererseits nennt 
GAERTNER einige Arten, die wir nicht gefunden haben. 

Bei seinen Oomyceten-Untersuchungen hat HOHNK (1952, ,) festgestellt, daB ein 
Minimum an Pilzen im Brackwasser vorkommt, und daB seewarts die héheren, 
landwirts die niederen Pilze zunehmen. Wenn auch bei unseren Studien ganz 
allgemein eine Zunahme der Chytridiales vom Meer zum Land festzustellen war, 
so reicht unser Beobachtungsmaterial doch nicht zu der Annahme aus, daB dies 
allein auf der Abnahme des Salzgehaltes beruhe; ebensowenig vermégen 
wir sichere Stellung dazu zunehmen, ob die h6heren Pilze gegen das Meer hin zu- 
“nehmen. Das reiche Vorkommen septierter Mycelien auf dem Unterwassermeeres- 
grund spricht aber mindestens nicht gegen eine solche Annahme. Auch zu HéuNKs_ 
Folgerung (1952, ,), daB Meerespilze eher im Sii®wasser leben kénnten als um- 
gekehrt, vermégen wir uns nicht endgiiltig zu auBern, 

SchlieBlich sei noch kurz auf einen Punkt hingewiesen, der eine Er- 
klarung dafiir geben kénnte, weshalb gewisse Pilzgruppen bisher im 
marinen Gebiet nicht gefunden worden sind. Dahin gehéren z. B. die 
Blastocladiales, auf die wir sonst bei unseren Untersuchungen der ver- 
schiedensten Festlandsgebiete der Erde immer gestoBen sind. Durch die 
Untersuchungen von K6eu u. Frres (1937), ScHopFER (1936) und vielen 
anderen wissen wir, da der Wirkstoffbedarf der Pilze auBerordentlich 
unterschiedlich ist. Manche Phycomyceten, z. B. Karlingia rosea 
(Haskin u. Weston jr. 1950) und gewisse Saprolegniaceen (REISCHER 
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1951) brauchen keinerlei Wirkstoffe, wihrend andere, wie Blastocladiella, 
Allomyces, Chytridium und Macrochytrium ohne Zugabe von Aneurin, 
Glutaminsaéure und anderen Verbindungen nicht zu gedeihen vermégen 
(Quantz 1943, INGRAHAM 1950, BaRNER u. CANTINO 1952, MacEown 
1952). Diese Pilze sind zum Teil zudem sehr empfindlich gegen die 
S-Quelle [Allomyces verwendet nach INGRAHAM (1950) nicht Sulfat, 
sondern Methionin]. Wie es um diese Substanzen im marinen Gebiet 
bestellt ist, wissen wir nicht. Es ist zwar vorstellbar, daB sie durch irgend- 
welche Organismen, etwa Algen oder Tiere (vgl. Jonnson u. LEVRING, 
1947, und Gerpzss, 1951) produziert werden, aber sie diirften zweifellos 
durch die ununterbrochene starke Wasserbewegung verschwemmt wer- 
den; auch im Eu- und Supralitoral diirften sie sich bei der geringen 
Absorptionskraft des Sandes und der sehr intensiven Durchspiilung nicht 
halten kénnen. Und selbst im Sand des Epilitorals werden sie wahrschein- 
lich durch den Regen, zum Teil wahrscheinlich auch vom Grundwasser 
her, ausgewaschen werden. Von solchen Gesichtspunkten aus kann man 
der marinen Saprophytenvegetation niederer Pilze also eine 
gewisse Armut gegeniiber der terrestrischen voraussagen. 

So gibt es also sehr zahlreiche Einfliisse lokaler Natur, die die Ent- 
wicklungsméglichkeiten der Pilze beeinflussen konnen. 

Eins scheint trotzdem aus der Gesamtheit der vorstehenden Unter- 
suchungen hervorzugehen: ein wirklich wesentlicher Unterschied 
zwischen der Flora der niederen Phycomyceten im Meere und am Meeres- 
strand einerseits und der des Landes und SiiBwassers andererseits 
scheint nicht zu bestehen. Wieder sind es in der Hauptsache die 
gleichen Arten, die wir im marinen Gebiet festgestellt haben, 
und die uns schon langst von unseren frtheren Unter- 
suchungen zwischen Aquator und Polarkreis bekannt sind. 

Abgesehen von den schwer tibersichtlichen Verhaltnissen an den natir- 
lichen Standorten kranken die ganzen Untersuchungen an den 
Phycomyceten vor allem daran, da man sie nur durch K 6der einfangen 
kann. Dadurch wird gegen den Willen des Experimentators eine Auslese 
getroffen einerseits, weil man ja nur diejenigen Pilze herausfangen kann, 
die auch auf den ausgelegten Kédern anwachsen, und andrerseits, weil 
es vom Zufall abhingt, ob ein in der Aufschwemmung enthaltener Pilz 
den Kéder iiberhaupt findet, und wenn er ihn erreicht hat, ob er dann 
nicht von ,,Unkrautpilzen‘‘ iberwuchert wird. Die Ausbeute kann daher 
immer nur ein Bruchstiick von dem wirklichen Bestand sein. 


Zusammenfassung. 
Aus 195 Bodenproben des Sublitorals tber das Eu- und Supra- bis 
zum Epilitoral von 9 Standorten der Nordsee, Ostsee und des Mittel- 
meers wurden saprophytische Pilze herausgekodert. 
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AuBer septierten Mycelien, Saprolegniaceen, Pythiaceen, Mucoraceen 
wurden 25 Arten niederer Phycomyceten, vorherrschend Chytridiales, 
ermittelt. R 

Soweit man es bereits iiberblicken kann, bestehen keine wesentlichen 
Unterschiede zwischen den marinen niederen Phycomyceten und denen 
der sonstigen Standorte. 


Am verbreitetsten waren Rhizophidium carpophilum, Olpidium 
luxurians, eine halophile Rhizophidium-Art und Rhizophidium sphaero- 
theca. Sie wurden im Laufe der Arbeit zwischen 161 und 100 mal gefunden; 
am seltensten war ein chitinophiles Rhizophidium, das nur einmal fest- 
gestellt wurde. In den 1353 Ansatzen (Bekéderungen) der 195 Boden- 
proben wurden Rhizophidium-Arten 492mal, Olpidium-Arten 297mal 
und Phlyctochytrium-Arten 178mal gefunden; septierte Mycelien traten 
637 mal auf. 


Die Verteilung der Pilze war zum Teil sehr ungleichmaBig; je Probe 
kamen zwischen 0 und 12 Arten vor. 


Die Zahl der Arten nahm vom Meeresgrund iiber die verschiedenen 
Strandregionen bis zu den Diinen zu. 


Die meisten Arten kamen an allen geographischen wie dkologischen 
Standorten vor. Jedoch bevorzugten einige gewisse Salzgehalts- und 
Trockenheitsgrade. 


Zwischen den drei Meeren wurden keine wesentlichen Unterschiede in 
der Artenzusammensetzung festgestellt. 


Agarzersetzende Pilzarten wurden nicht ermittelt. 
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(Aus dem Pharmakognostischen Institut der Universitat Bonn.) 


Der Fett- und Eiwei8stoffwechsel 
von Endomyeopsis vernalis unter dem Einflu8 
von Phosphor- und Kaliummangel*. 


Von 
MATHILDE MAAS-FORSTER. 


Mit 12 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 6. Januar 1955.) 


Nach STemer (1938), Herp (1939) und Raar (1941) ist die Verfet- 
tung der Zellen von Endomycopsis vernalis um so groBer, je geringer der 
Pilz mit Stickstoff versorgt wird. Der als C- Quelle gebotene Zucker wird 
also bevorzugt zur Eiweifsynthese verwandt. Wird diese durch N-Mangel 
unmoglich gemacht, so entsteht Fett. Zur Erklarung wird man annehmen 
dirfen, daf eine gemeinsame Vorstufe sowohl fiir die EiweiB- wie fiir die 
Fettsynthese verwendet wird. Das Angebot an N in der Zelle entscheidet 
iiber die Verteilung dieses Zwischenproduktes auf die beiden Bahnen des 
Stoffwechsels. Hierbei wird allerdings angenommen, da die gesteigerte 
Fettbildung bei N-Mangel nicht etwa eine unspezifische Folge von 
Mangelernahrung iiberhaupt darstellt. Die Uberpriifung dieser Voraus- 
setzung war das Ziel der vorliegenden Arbeit. Es wurde der Stoffwechsel 
von Endomycopsis vernalis, insbesondere die Fettbildung, bei P- und 
K-Mangel untersucht. 

Die Angaben iiber die Beziehungen zwischen Fettbildung und N-Hrnahrung 
(Sterner 1938, Heme 1939, Raar 1941) wurden fiir eine Reihe weiterer fett- 
bildender Mikroorganismen bestitigt. Die Angaben der Literatur tiber die Wir- 
kung des Mangels an anderen Nahrstoffen sind sparlich und nicht ohne Wider- 
spriiche. Sie beziehen sich auferdem durchweg auf andere Mikroorganismen als 
Endomycopsis vernalis. 

Wegen der alteren Literatur kann auf die Arbeiten von Herp& (1939) und RAar 
(1941) sowie auf den Sammelbericht von KLEINZELLER (1948) verwiesen werden. 
An neueren Arbeiten, welche sich mit der Wirkung der N-Gabe bzw. des N:C- 
Verhiltnisses befassen, seien vor allem RippEL-BALDES u. Mitarb. (1943), RipPEL- 
Bapes, Prerscumann-Meyer u. KOuiER (1948) (Candida Reukaufit), BERNHAUER, 
NreruamMer u. Ravcw (1948) (Fusariwm-Arten), DimMarR u. BorescuH (1950) 
(Mucor-Arten), GREGORY u. WOODBINE (1953) (Aspergillus nidulans, Penicillium 
javanicum) und REINARTZ u. Laros (1950) (Hefe) erwihnt. Besonders hohe Fett- 
ausbeuten (74%) und Fettkoeffizienten (21) fanden Burne u. Hoényar (1953), wenn 
Rhodotorula gracilis 70 Std lang auf Asparagin als N- Quelle kultiviert wurde. 


* Gekiirzte Druckfassung einer von der mathematisch-naturwissenschaftlichen 
Fakultat der Universitit Bonn approbierten Dissertation. 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 22. 9 
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Sehr interessante Verhaltnisse fand kiirzlich Martin (1954) bei Candida Reu- 

kaufii. Dieser Pilz tritt in zwei Stoffwechseltypen auf. Der eine neigt nur wenig_ 
zur Fettbildung, N-Mangel fiihrt zu eiweiBarmen Zellen, deren Fettgehalt aber nur 

gering erhéht ist. Beim anderen Typus bewirkt eine Verminderung der N-Gabe 

verringerten Protein- und vermehrten Fettgehalt der Zellen und umgekehrt. Im 

Sonderfall eines Stammes geht aber die Eiweifbildung bei steigender N-Gabe 

nicht iiber etwa 26% v. Trg. hinaus, wahrend der Fettgehalt noch weiterhin, aber 

nicht so viel abnimmt wie bei den normalen Stammen. 

Zur Wirkung von P-Mangel auf die Fettbildung von Endomycopsis vernalis be- 
richtet BrrouKovsKaJsa (1940) iiber fettarmes Wachstum bei P-UberschuB und 
iiber unvollstandige Ausnutzung des Zuckers bei P-Mangel. Besonders wichtige 
Beitrage zu dieser Frage bringen die Untersuchungen von ScHuLzE (1951) an 
Trichosporon cutaneum. Er findet Kohlenhydratverbrauch und Wachstum direkt 
abhangig von der in den Zellen vorhandenen P-Menge. Reichliche P-Versorgung 
fiihrt zur gesteigerten EiweiBsynthese, P-Mangel zur vermehrten Fettbildung. Zur 
Erklarung wird angenommen, daf P-Mangel die Kohlenhydratassimilation, vor 
allem aber die EiweiBsynthese hemmt. So kommt es sekundar zu starkerer Bildung 
von- Fett. Pan, ANDREASEN u. KonacHov (1949) stellen bei Rhodotorula gracilis 
gleichfalls fest, da sich P-Mangel ebenso wie N-Mangel in einer stiarkeren Ver- 
fettung auswirkt. Diese Befunde werden am gleichen Versuchsobjekt durch NIELSEN 
u. Nizsson (1953) bestatigt und erweitert. Die Steigerung der Fettbildung ist bei 
P-Mangel allerdings geringer als bei N-Mangel. Bei N+ P-Mangel ist der Fettgehalt 
des Pilzes um 15% hoher als bei alleinigem P-Mangel, aber um 11% geringer als 
bei alleinigem N-Mangel. Es wird angenommen, daf P zur Fettbildung ndtig ist, 
extremer P-Mangel aber die Fettbildung hemmt. 

Im Gegensatz hierzu geben SMEDLEY, McLean u. Horrert (1924) an, daB- 
Phosphatzusatz die Fettbildung in Brauereihefe beschleunigt und erhéht. Ebenso 
halt KLEINZELLER (1944) bei Torulopsis lipofera P fiir eine normale Ce ae 
von Kohlenhydraten zu Fett notwendig. 


I. Methodik. 


a) Die Methodik fiir Kultur und Ernte des Pilzes wurde mit geringfiigigen 
Abweichungen von Hrrpr (1939) und RaarF (1941) iibernommen. | 

Die Kulturen standen dunkel in einem Raum mit relativ konstanter Temperatur 
zwischen 17 und 20° C. Ein strenger Vergleich ist nur innerhalb der Versuchsreihen 
méglich. Es wird jedesmal vermerkt, wenn im folgenden die Ergebnisse verschie- 
dener Versuchsserien untereinander verglichen werden. 

Als Grundnahrlésung diente das vollsynthetische Medium nach W6xtJE (7,5% 
Saccharose, 1,09 Asparagin, 0,5% KH,PO,, 0,259 MgSO,). Die Nahrlésung dieser : 
Zusammensetzung wird in dieser Arbeit als ,,Normal-W6irTsE“ oder ,,normale Nahr- 
lésung* bezeichnet. 

Bei den P-Mangel-Versuchen wurde der Gehalt an KH,PO, auf ¥/; bis 1/y) der 
normalen Menge vermindert und der K-Gehalt durch seaimGlelnlans Mengen an 
KClerginzt. Da jede Kulturschale 15 ml Nihrlésung enthielt, ergeben sich folgende 
prozentuale und absolute N-Gehalte: 


s/y P< = 1,138%o9 = 17,000 mg P/Schale 
s/s P* = 0,2276°/9) = 3,420 mg P/Schale 
»/i9 P* = 0,1138°/o) = 1,708 mg P/Schale 
> /o9 P* = 0,0569°/o, = 0,854 mg P/Schale 
vst/g9 EP’ = 0,0284°/,, 0,427 mg P/Schale 
2/0 = 0, 01429). 0,214 mg P/Schale 
92'/160 Ee = 0,007 18), 0,107 mg P/Schale 


I| 


I 
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Ebenso wurde bei den K-Mangel-Versuchen der Gehalt von KH,PO, zwischen 1/, 
und */s9 variiert und der P-Gehalt durch aquimolekulare Mengen von NaH,PO, 
zur Norm erganzt: 

s'/; K* = 1,434 °/,) = 21,500 mg K/Schale 
s/s K“ = 0,2870°/o, = 4,300 mg K/Schale 
»'/i9 K* = 0,1434°/,, = 2,150 mg K/Schale 
»'/o9 K* = 0,0717%/o) = 1,075 mg K/Schale 
»>'/49 KS = 0,0358°/o) = 0,537 mg K/Schale 
Bley? ONO. 0,269 mg K/Schale 

Durch Vorversuche wurde festgestellt, daB KCl und NaH,PO, keinen HinfluB 
auf den Stoffwechsel des Pilzes haben. 

In der folgenden Darstellung werden der Kiirze halber die oben erklarten Be- 
zeichnungen ,,1/, P“, ,,1/1) K“‘ usw. verwendet. 

b) Analysenmethoden 

Trockensubstanz: Konstanttrocknung im heizbaren Vakuum-Exsiccator (10 bis 
30 Std, 50—60°). 

Zuckerbestimmung: nach BERTRAND (s. STEINER 1933). Vorherige Inversion des 
Rohrzuckers mit 0,1 n HCl (100° C, 30 min). 

Fettbestimmung: nach Harpe (1938). 

N- Bestimmung: Mikrokjeldahl-Verfahren nach Parnas u. WAGNER (1921) und 
Parnas (1938). 

P-Bestummung: Colorimetrisch mit dem Lancu-Colorimeter. Bei grésseren 
P-Mengen Amidol-Methode nach MULuER (1935, 1936), bei kleinen P-Mengen (Rest- 
nahrlosungen!) nach ATKINS-MULLER (1933). Feuchte Veraschung des organischen P 
mit H,SO, + H,O, nach CoopErR-EINSELE (EINSELB, 1941). 

c) Die Stoffwechselquotienten werden im folgenden entsprechend der ge- 
brauchlichen Definition (RippEL-BaLpxs 1940) verwendet. 


I 


gebildete Trockensubstanz (g) x 100 


Okonomischer Koeffizient (6. K.) = verbramohtor Zucker (2) 
gebildetes Fett (g) x 100 

verbrauchter Zucker (g) 

Gesamt-N der Trockensubstanz (g) x 6,25 


verbrauchter Zucker (g) 


Petikoeffizient = 


HiweiBkoeffizient = 


II. Die Wirkung von P-Mangel auf die Fettbildung. 


A. Der Einflu8 verschiedener P-Gaben auf die Fettbildung 
und andere Stoffwechselvorgange. 


In der ersten Versuchsreihe sollte der Einflu8 der P-Ernahrung auf den 
Stoffwechsel, insbesondere die Fettbildung von Hndomycopsis vernalis 
gepriift werden. Insbesondere sollte festgestellt werden, ob es eine ,,kri- 
tische‘‘ P-Konzentration fiir die Verfettung der Zellen dieses Pilzes gibt. 

Versuchsanordnung: Nabrlésung nach WoéutsE mit 1/;, "19, 20> */40 */g9 und 


1/169 P. Je 2Schalen jeder P-Stufe wurden nach 5 und 11 Tagen ‘geerntet. Die 
Analysenergebnisse von zwei Parallelkulturen wurden gemittelt (s. Tab. 1—2 und 


Abb. 1—2). 

Abb. 1 zeigt, daB nach 5tagiger Kultur schon bei */) P die Fettbildung 

gegeniiber 1/, P stark gesteigert ist. Sie bleibt bis 4/,) P etwa auf gleicher 

Hohe. Bei noch geringerer P-Gabe nimmt sie wieder stark ab. Bei den 
g* 


te 1 Oi 
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Ernten nach 11 Tagen ist die Fettmenge bei +/,) P und weniger weiterhin 
angestiegen. Zu diesem Zeitpunkt ist bei 4/4) P der Zucker der N&hrlésung 
verbraucht. In den Kulturen mit 1/,, !/;) und 4/5 P hat der Fettabbau be- 
reits begonnen. Dagegen haben die Kulturen mit 1/9 und 1/,g) P noch 
nicht ihr Fettmaximum erreicht. Ihnen stehen noch 16 bzw. 35% der 
Ausgangsmenge an Zucker 
zur Verfiigung. Berechnet 
man durch Extrapolation 
die theoretisch mégliche 
Fettmenge nach vollstién- 
digem Zuckerverbrauch bei 
1/49 und 4/16, P, so kommt} 
man auf 135 mg und 36 mg. 
Diese Werte liegen also— 
‘Bes es pars Darema wesentlich niedriger als bei 
(=) he) (4) (eI) (=) +l P. Bei der letzteren P- 
P — Gabe |mg/Schale] —= Gabe liegt unter den Ver-— 
Abb. 1. Fettbildung bei verschiedener P-Gabe. suchsbedin gungen die kri- 
tische P-Konzentration fiir 
maximale Fettbildung.Zum 
gleichen Schlu8 fithren auch - 
die in Tab. 1 berechneten 
Fettkoeffizienten. Bei1/,, P 
zeigt das Sinken der Werte 
ae von 15,0 auf 13,4 zwischen — 
pemedii 5. und 11. Tag, daB auch 
hier am zweiten Ernteter- 
min schon etwas Fett ver- 


mg /Scha/e 


= 


S708 778 257 rier iis braucht war. 
(4) al (xy) (ag) (sgl teal 
y Lapin voted A of pal Im_ prozentualen Fett- 


gehalt des Pilzes ist keine 
kritische P-Konzentration 
erkennbar. Der Fettgehalt der Trockensubstanz steigt bis zur gering-— 
sten P-Gabe an. Er erreicht bei !/15) P den Wert von 61°. Diese Verhalt- 
nisse stehen in Parallele zu denen, die bei N-Mangel gefunden wurden 
(Abb. 2). 

Die Vermehrung der Trockensubstanz und der Zuckerverbrauch stehen 
in enger Beziehung (Tab. 1). Beide verlaufen mit zunehmendem P-Man- 
gel langsamer. Das steht im Kinklang mit den Ergebnissen von ScHULZE 
(1951), der von einem Sinken der ,,Verhefungsgeschwindigkeit“ als Aus- 
druck der verlingerten Generationsdauer bei P-Mangel spricht. Auch der 
dkonomische Koeffizient sinkt mit zunehmendem P-Mangel. Damit er- 
kliren sich einige Eigentiimlichkeiten der Fettbildung bei abgestufter 


Abb. 2. Prozentualer Fettgehalt bei verschiedener P-Gabe. 
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P-Gabe. Wie gezeigt wurde, weichen die Maximalausbeuten an Fett bei 
149 und 1/3) P (137,5 bzw. 1385 mg) kaum voneinander ab. Der Prozent- 
gehalt an Fett ist aber in beiden Kulturreihen mit 36 baw. 52,3°% sehr 
verschieden. Da mit steigendem P-Mangel auch die Ausbeute an Trocken- 


Tabelle 1. Ausnutzung der Kohlenhydratquelle bei verschiedener P-Gabe. 


Zuckerverbrauch Trockensubstanz Okonom. 


% 1 mg Roetiaient Fett-Koeffizient 


P-Gabe 

nach Tagen nach Tagen nach Tagen nach Tagen 

5 11 5 at 5 11 5 11 
al 100 _- 413,0 371,0 36,6 — 4,0 a 
aR 100 ae 382,3 | 395,0 | 34,3 a 12,4 ae 
Wise 90 100 322,0 386,7 31,4 — 14,0 a= 
Lag 78 100 | 271,0 | 353,2 | 30,3 oa 15,0 | 18,4 
aie 54 C4 BI4TD MIC Dit 28,40 24,0 nd 8 12.40) 79,6 
iN oot 38 65 Di,0 282.50) 13,4 4 12,6 Wee ioe 


1 Prozent der Ausgangsmenge (1,5 g). 


substanz fallt, ist es klar, da mit zunehmender prozentualer Verfettung 
zugleich der Gehalt der Zellen an fettfreier Trockensubstanz abnimmt. 
Nimmt man hinzu, daB auch der Fettkoeffizient absinkt, so kann der 
SchluB gezogen werden, daB durch P-Mangel die Stoffwechselleistung der 
Zelle sich iiberhaupt vermindert. Besonders bei den drei niedrigsten 


Tabelle 2. Die N- und P-Assimilation bet verschiedener P-Gabe. 


N-Verbrauch N-Gehalt Per P-Gehalt N:P Verhaltnis 
%1 % Tre. Eeweib sock. % Trg. im Pilz 
nach 5 Tagen 
i 100 4,9 Lilo 1,7 2,65 
440 65 3,5 8,0 0,4 9,1 
Ue. 41 2,6 5,0 0,3 12,5 
ays 28 2,2 4,2 0,2 16,7 
lee 16 2,2 2,8 0,1 25,0 
tt 60 6 2,1 1,8 — — 
nach 11 Tagen 
A 100 5,4 TI 1,8 3,3 
We 75 3,9 8,6 0,4 10,0 
Yoo 53 2,8 | 6,1 0,2 14,3 
wh 38 2,2 4,3 0,1 20,0 
Theo 18 1,7 2,6 — — 
"160 8 1,8 1,4 FT rae 


1 Prozent der Ausgangsmenge. 


P-Stufen unserer Versuchsreihe wird die verringerte Ausbeute an Trok- 
kensubstanz also keineswegs durch die Einlagerung energiereicher Fett- 
reserven in die Zelle kompensiert. 

Ein weiteres Symptom zunehmenden P-Mangels ist in der Verminde- 
rung der N-Aufnahme zu sehen (Tab. 2). Das wird nicht nur in den 
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unverbrauchten N-Anteilen der Nahrlésung, sondern auch im absoluten 
und prozentualen N-Gehalt der Pilzernten deutlich. Wiederum ist hier 
ein Vergleich der Kulturen bei +/,) und 1/5 P lehrreich. Wie oben erwahnt, 
bringen diese etwa die gleiche Fettausbeute. Der N-Gehalt der Zellsub- 
stanz ist im ersten Fall aber etwa 4mal so hoch wie im letzten. Die Ei- 
weiBsynthese wird also bei zunehmendem N-Mangel immer geringer; 
gleichzeitig werden immer gr6Bere Anteile der aufgenommenen und ver- 
arbeiteten Kohlenhydrate fiir die Fettbildung verfiigbar. Auch in dieser 
Hinsicht bestehen also weitgehende Parallelen zu den Verhaltnissen bei 
N-Mangel. Ein wesentlicher Unterschied besteht aber darin, daB bei 
N-Mangelkulturen die N-Assimilation durch den Pilz nach Erschépfung 
des Stickstoffs im Nahrmedium selbstverstindlich ein Ende findet, 
wahrend sie auch bei extremen P-Mangelkulturen noch so _ lange 
weiterlauft, als Kohlenhydrate (und N) in der Nahrlésung zur Verfiigung 
stehen. 


Auch die Ergebnisse unserer Analysen iiber die P-Aufnahme aus dem 
Medium (Tab. 2) decken sich gut mit den entsprechenden Befunden von 
ScHuLzE (1951) bei T'richosporon. Aus der normalen Nahrlésung mit 
17,08 mg P/15 ml werden nur 50% des verfiigbaren P verbraucht. Dabei 
erhalt man einen Pilz mit 1,7°% P/Trg. Schon bei !/,, P verschwindet alles 
Phosphat aus der Nahrlésung. Mit abnehmender P-Gabe nimmt auch der 
P-Gehalt der Zellsubstanz stetig ab. 


Im Hinblick auf die oben erérterte Beziehung zwischen P-Ernahrung 
und N-Assimilation schien es interessant, das N: P-Verhaltnis in den 
Zellen der Kulturen mit verschiedener P-Gabe zu berechnen. Wie Tab. 2 
zeigt, ist dieses Verhiiltnis keineswegs konstant. Mit zunehmender Armut 
der Nahrlésung an P verschiebt sich das N: P-Verhiltnis im Pilz immer 
mehr zugunsten des Stickstoffs. 


Die soeben besprochenen Ergebnisse lassen sich also folgendermaBen 
zusammenfassen: Eine Entwicklung von Endomycopsis vernalis ist auch 
bei extremem P-Mangel méglich. Die normale Wo.rsE-Lésung mit 
17,08 mg P/15 ml bietet einen P-UberschuB. Von 1/,) P abwiirts wird alles. 
Phosphat der Naihrlésung durch den Pilz verbraucht. 


Bei P-Mangel wird der Zuckerabbau verlangsamt ; ebenso, aber in noch 
stiirkerem Mafe, die N-Assimilation. Daher werden mehr Umwandlungs- 
produkte der Kohlenhydrate fiir die Fettbildung verfiigbar. Abnehmende 
P-Gaben fiihren deshalb zu zunehmender Zellverfettung. Diese steigt 
bei */1¢9 P auf 61% Fett/Trg. an. Da P-Mangel die Trockensubstanz- 
produktion insgesamt hemmt, die Verfettung der Zellen aber fordert, er- 
gibt sich eine kritische P-Konzentration fiir maximale Fettausbeute. 


Sie liegt unter den gewahlten Versuchsbedingungen bei !/,) P (0,427 mg 
P/15 ml). 
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B. Der zeitliche Ablauf des Stoffwechsels bei P-Mangel. 
In der folgenden Versuchsreihe sollten die bisherigen Ergebnisse durch 
Beriicksichtigung des zeitlichen Ablaufs ergiinzt werden. Insbesondere 


war festzustellen, wann der 
P-Vorrat der Nahrlésung bei 
den einzelnen Mangelstufen 
erschopft ist und welche 
Folgen sich dann im Stoff- 
wechsel des Pilzes einstellen. 


Versuchsanordnung: WOutTsB- 
Lésung mit 1/,, 1/; und 1/5) P. Je 
2 Parallelkulturen wurden vom 
2. Tage an in 12- oder 24stiin- 
digen Abstaénden geerntet und 
analysiert. (Ergebnisse in Abb. 3 
bis 5 und Tab. 3 u. 4.) 


‘Die Ergebnisse der Abb. 3 
und 4 bestatigen, was im 
vorangehenden Kapitel tiber 
die Beziehungen zwischen P- 
Ernahrung und Fettbildung 
festgestellt wurde. Wahrend 
der ganzen Versuchsdauer 

bleibt in bezug auf absoluten 

und prozentualen Fettgehalt 
der Kultur die Reihenfolge 
Per t/ pest); P erhal- 
ten. Das Maximum des Fett- 
gehaltes fallt mit dem Zeit- 
punkt der Erschopfung des 
Zuckervorrates zusammen, 
wie Abb. 3 zeigt. Nach Ver- 
brauch der duBeren C- Quelle 
werden die Fettreserven an- 
gegriffen. 

Bei den Kulturen mit star- 
kem P-Mangel (#/.) P) liegen 
Fettmenge und Fettgehalt 
‘schon bei der ersten Ernte 
nach 3 Tagen wesentlich 
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Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der Fettbildung 
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bei verschiedener P-Gabe. 
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Abb. 4. Zeitliche Veriinderung des prozentualen 
Fettgehaltes bei verschiedener P-Gabe. 
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Abb. 5. Zeitlicher Verlauf der Trockensubstanzbildung 


bei verschiedener P- Gabe. 


hoher als bei den Kulturen mit 1/, und 1/, P, deren Fettbildungskurven sich 
erst vom 3. Tage an trennen. Letzteres hangt damit zusammen, daB die 
Fettbildung bei #/, P bis zum Maximum fast stetig verlauft, wahrend sie bei 
1/, P am 3. Tag einen steilen Anstieg aufweist. Diese Verhiltnisse finden 
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eine gute Erklarung, wenn man den Verbrauch des Phosphats in der 
Nihrlésung und den prozentualen P-Gehalt der Pilzsubstanz (Abb. 6) 
untersucht. Bei 1/; P und 1/,, P ist bereits nach 3 bis 3,5 Tagen das ge- 
botene Phosphat zu 92° aus dem Nahrmedium verschwunden. Bei 
1/, P ist am gleichen Termin noch etwa 50% der anfanglichen Phosphat- 
menge vorhanden. Daran 
andert sich auch im weiteren 
Kulturverlauf nur noch wenig. 
1/, P stellt einen ausgesproche- 
nen P-UberschuB fiir den Pilz 
dar, wie wir bereits friiher 
(S. 120) gesehen haben. Ahnlich 
stellen sich die Dinge dar, 
wenn man den zeitlichen Ver- 
lauf der Trockensubstanzpro- 
duktion (Abb. 5) und des P- 
Gehaltes der Pilzsubstanz be- 
trachtet. Fiir die Kulturen 
mit '/, P und 1/; P verlaufen 


Abb. 6. Zeitliche Verinderung des prozentualen i 
N- und P-Gehaltes bei verschiedener P-Gabe. die entsprechenden Kurven 


etwa spiegelbildlich. Die am 
3. Tage im Pilz vorhandene P-Menge wird durch den weiteren Zuwachs 
der Zellsubstanz auf diese verteilt; bei 1/, P ist eine weitere Aufnahme 
nicht mehr méglich, weil die Nahrlésung an P erschépft ist; bei 1/, P wird 


Tabelle 3. N- und Zucker-Verbrauch aus N dhrlisungen mit verschiedenem P-Gehalt. 


s Zuckerverbrauch N-Verbrauch 
Seton Aa (% der Ausgangsmenge) (% der Ausgangsmenge) 
age ——— : ins 
,P "5 P Meo P bil oi, 2 Meo P 
EE 

2,5 25 26 — 42,5 42,6 —_ 
3 53 49 ~~ 80.0 62,8 32,7 
3,5 78 77 | “= 100,0 75,6 —= 
4 88 97 90 — 84,3 41,5 
4,5 100 100 — — 87,0 —_— 
5 — — 100 —_ | = 42,6 
5,5 — — — — — — 
6 — — — = | — 43,6 
a — — — — = 45,0 


gleichfalls kaum mehr Phosphat resorbiert. Zur Erklarung der letzt- 
genannten Tatsache sei darauf hingewiesen, da® der N-Vorrat des 
Mediums nach 3,5 Tagen verbraucht ist (Tab. 3). Der steile Anstieg der 
Fettbildung am 3. Tage bei/; P kann also auf den zu diesem Zeitpunkt 
akut gewordenen P-Mangel zuriickgefiihrt werden. Bei M59 P ist. der 
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prozentualé P-Gehalt der Zellsubstanz von vornherein sehr niedrig. Er 
vermindert sich weiterhin indem MaBe, wie noch neue Trockensubstanz 
gebildet wird. 


Von besonderem Interesse erscheint ein Vergleich der Zeitkurven der 
Fettbildung (Abb. 3 u. 4) und der Trockensubstanzproduktion (Abb. 5). 
Wahrend Fettmenge und Fettgehalt bei maBigem P-Mangel (1/, P) vom 
3. Tage an wesentlich hdher liegen als bei P-UberschuB (1/, P), decken 
sich die Kurven der Trockensubstanzbildung bei beiden Ernahrungsarten 
fast vollstandig. Auch der Zuckerabbau verlauft bei beiden Reihen etwa 
im gleichen Tempo. Das findet eine Bestatigung, wenn man fiir den 3. und 
4. Versuchstag den 6konomischen und den Fettkoeffizienten berechnet 
(Tab. 4). 


Tabelle 4. Ausnutzung der Kohlenhydratquelle bet wnterschiedlicher P-Erndhrung. 


P-Gabe My ls "20 
nach Tagen 3 | 4 3 | 4 a 4 | 5 
dkonom. Koeff.. . . . . 414 | 40,4 | 42,8 | 418 | 314 | 30,8 
Bott-Koceff. .. 1... APA © 6, med, Gert), L1,rouleds,or| “14,3 


Die dkonomischen Koeffizienten sind bei +/, und !/; P am 3. und 4. Tag 
praktisch gleich, der Fettkoeffizient ist bei+/; P am 3., besonders aber am 
4. Tage, wesentlich héher als bei 1/, P. Der Zucker wird also gleich 
schnell und mit dem gleichen é6konomischen Effekt, aber andersartig ver- 
arbeitet. Erst bei starkem P-Mangel (1/,, P) sinkt der 6konomische Koeffi- 
zient, wahrend der Fettkoeffizient noch weiter erhoht ist. 


Von recht’ groBem Interesse ist schlieBlich die Betrachtung der N-Auf- 
nahme in dieser Versuchsreihe. Tab. 3 zeigt, da durch zunehmenden 
P-Mangel der N-Verbrauch sehr viel stiirker gedrosselt wird als die Ver- 
arbeitung der Kohlenhydrate. Erwartungsgema8 ist auch der prozen- 
tuale N-Gehalt der Trockensubstanz um so niedriger, je P-armer der Pilz 
gezogen wurde und je fettreicher er ist. P-Mangel wirkt sich also in ver- 
minderter N-Assimilation und vermehrter Fettbildung aus. Alle Ergeb- 
nisse sprechen dafiir, daB man ersteres als die primare Erscheinung, letz- 
teres als die sekundire Folge auffassen darf. 

Bei den bisher beschriebenen Versuchen blieb der Pilz wahrend der 
ganzen Versuchsperiode auf der gleichen, zu Versuchsbeginn beimpften 
Nahrlésung. In den folgenden Versuchsreihen wurde ein Wechsel der 
Nahrlésung vorgenommen. Damit sollte eine Reihe bisher noch offener 
Fragen geklirt werden. So schien es wichtig, das Verhalten des Pilzes 
kennenzulernen, wenn die an N und Zucker erschépfte, aber noch P-hal- 
tige 1/, P-Nahrlosung durch eine neue komplette Nahrlosung ersetzt wird, 
oder wenn neuer N und neuer Zucker, aber kein Phosphat gegeben wird. 
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Versuchsanordnung nach folgendem Schema: 
1. Nahrlésung 

WOLTJE mit 1/, P 
nach 4 Tagen 


ih \ 
Ernte und Aufarbeitung 2. Nahrlésung 
der Kontrollen a) WOLTJE mit 1/, P, b) Wo6LTsE ohne P 


Ernten am 1., 2. und 3. Tage nach der Ubertragung, also 4+ 1, 4+ 2 und 
4+ 3 Tage nach Kulturbeginn. (Ergebnisse in Tab. 5.) 

Wie Tab. 5 zeigt, nehmen beide Reihen (a und b) auf der neuen Nahr- 
losung ein kraftiges Wachstum auf. Die Trockensubstanz wird in 3 Tagen 
mehr als verdoppelt. Die P-freien Kulturen (b) schneiden nicht schlechter 
ab als die Parallelen mit neuerlicher P-Zugabe (a). Wie zu erwarten, geht 
diese Vermehrung mit einer ausgiebigen N-Assimilation Hand in Hand. 


Tabelle 5. Die Pilztrockensubstanz und deren Zusammensetzung nach normaler 


Vorkultur und Weiterzucht mit und ohne P. 


Trockensubstanz Fettgehalt N-Gehalt P-Gehalt 
aM Weiterkultur Weiterkultur Weiterkultur Weiterkultur 
Tage a) mit P| b) ohne b) ohne P | a) mit P | b) ohne P |} a) mit P | b) ohne P 


mg mg mg mg | 
| ‘mg | mg (% Trg.) | (% Tre.) | (% Tre.) | (% Tre.) | (% Ere.) | (% Tre.) 
4Kontr.| 370,0mg | 51,0 mg (13,8%)| 21,4 mg (5,8%) | 8,08 mg (2,19%) 


4+1 | 605,6 | 631,3| 86,5 92,8 39,3 37,9 13,3 9,2 
(14,3%) | (14,7%) | (6.4%) | (60%) | (2,19%) | (1,46%) 

4+.2 | 821,3 | 829,3| 144,8 | 163,7 45,5 44,8 13,9 10,1 
(17,6%) | (21,0%) | (5,6%) | (8.4%) | (1,70%) | (1,22%) 

44+.3 | 830,5 | 776.4] 155,9 130,3 46,5 sas be tates hale — 


(18,7%) | (16,8%) | (5.4%) | (—) |(1,60%)| — 


Der Prozentgehalt des Pilzes an N bleibt etwa gleich; es wird also im 
gleichen MaBe N aufgenommen, wie die Trockensubstanz zunimmt. So 
bedeutet es keine Uberraschung, da8 auch im Fettgehalt keine gréBeren 
Unterschiede auftreten. Bei der Reihe b (ohne P) hatte am (4. u. 3.) Tage 
offenbar bereits ein Abbau der Fettreserven eingesetzt, was die Abnahme 
der Trockensubstanz und des Fettgehaltes erkliiren wiirde!. 

Wichtig ist, daB dieser weitgehenden Ubereinstimmung des Fett- und 
N-Stoffwechsels zwischen Reihe a und b recht bedeutende Unterschiede 


1 DaB bei solchen Ubertragungsreihen die Analysenzahlen eine stiirkere Streuung 
und gréBere Unstimmigkeit zeigen, darf nicht verwundern. Trotz groBter Sorgfalt 
bei der Ubertragung lassen sich kleine Verluste an Zellsubstanz nicht vermeiden. 
Auch kann es vorkommen, daf beim Aufsetzen des Filterblattes mit der alten 
Kultur in die neue Petrischale kleine Luftblasen eingefangen werden. An solchen 
Stellen bleibt dann das Wachstum zuriick. Man wird sich also davor hiiten miissen, 
kleine Zahlenunterschiede in solchen Versuchsreihen als signifikant anzusehen. 
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im P-Gehalt gegeniiberstehen. Dieser steigt auf dem zweiten Nahrmedium 
mit voller P-Gabe (Reihe a) innerhalb des ersten Tages um etwa 60° an, 
halt sich dann aber unverindert. Nur im Anfang halt also die P-Auf- 
nahme Schritt mit der Vermehrung der Pilzsubstanz, bleibt dann aber 
bald zuriick, so daB der prozentuale Fettgehalt von 2,2 auf 1,6°% absinkt. 
Ks zeigt sich also ein ahnliches Verhalten wie bei !/, P ohne Wechsel der 
Nahrlosung (vgl. Abb. 5). 


Die geringe P-Aufnahme (2 mg) auf der P-freien Zweitnahrlésung ist 
sicherlich auf Phosphat zuriickzufitihren, das aus der ersten Nahrlosung 
beim Ubertragen mitgeschleppt wurde. Im iibrigen bleibt in diesen Kul- 
turen erwartungsgemaB der absolute und prozentuale P-Gehalt wesent- 
lich niedriger als in den Parallelen, die frisch mit Phosphat versorgt wur- 
den. Trotzdem aber verlauft in beiden Reihen, wie Tab. 5 zeigt, der 
iibrige Stoffwechsel recht gleichartig. Der UberschuB an P, den die Kul- 
turen der Reihe a im Vergleich zur Reihe b aufgenommen hatten, ist also 
fiir den normalen Ablauf des Zellstoffwechsels nicht notwendig. Das 
gleiche gilt wohl auch fiir einen Teil des Phosphats, den der Pilz bei 
Normalkultur einem Medium mit P-Uberschu8 (1/, P) entnimmt. 


DaB mit dem aus der ersten Nahrlésung stammenden P-Gehalt der 
Reihe (b) aber die untere Grenze ,,volle P-Versorgung® der Zellen etwa 
erreicht war, zeigte eine weitere kleine Versuchsreihe. 


Um die oben angedeutete Fehlerquelle des Mitschleppens kleiner 
Phosphatmengen beim Nahrlésungswechsel zu vermeiden, wurde die Uber- 
tragung auf jeweils neue P-freie Nahrlésung an zwei aufeinanderfolgen- 
den Tagen wiederholt. Die Analysen wurden nach Verbrauch des Zuckers 
in der letzten (also 3.) Nahrlésung durchgefiihrt. 

Bei einem Trockengewicht von 1091,3 mg wurde ein P-Gehalt von 
0,89% und ein Fettgehalt von 22,7% gefunden. Das entspricht ungefahr 
den Werten einer 3,5 Tage alten Kultur auf ?/; P. 


C. Vergleich der Wirkung von P-Mangel und N-Mangel auf 
den Stoffwechsel von Endomycopsis vernalis. 


Schon bei der Besprechung der bisherigen Versuchsreihen wurden 
mehrfach die eigenen Resultate bei P-Mangel mit denen von HEIDE (1938) 
bei N-Mangel verglichen. Die Gemeinsamkeiten und die Unterschiede bei 
beiden Arten der Mangelernahrung sollen zunachst betrachtet werden. 


Nach Here liegt das Optimum der Fettbildung bei Wo.tseE-Losung 
mit '/, N. In dieser Arbeit wurde die beste Fettausbeute bei 4/,), P gefun- 
den. In Abb. 7 wird deshalb zunichst der Gang der Trockensubstanz- 
und Fettbildung bei diesen beiden Hauptstufen auf Grund eigener Ana- 
lysen verglichen. Das Zahlenmaterial stammt aus verschiedenen Ver- 
suchsreihen. Sowohl im Wachstum wie in der Fettbildung bleiben die 
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Kulturen auf 4/,) P etwas hinter denen auf 1/,N zuriick. In bezug auf 
Fettbildung wird man vielleicht eine P-Gabe zwischen 1/,) und 1/5 als 
aiquivalent mit 1/,N annehmen diirfen. Im prozentualen Fettgehalt 
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Abb. 7. Verlauf der Trockensubstanz- und Fettbildung 
bei verschiedener P- und N-Gabe. 


2 veen y S 6 Tage 7 
Abb. 9. Die P-Aufnahme bei N- und bei P-Mangel. 


(Tab. 6) entsprechen sich 
etwa die Reihen mit 1/,N: 
und 1/55 P. Bei 1/4) P ist der 
Fettgehalt hoher, wie sich 
schon aus dem Vergleich 
der Kurven in Abb.7 er- 
warten laBt. 

Der Verlauf der N-Assi- 
milation bei verschiedenen 
Arten der Mangelernahrung 
ist in Abb. 8 wiedergegeben. 
Bei 1/, N wird der verfiig- 
bare Stickstoff sehr rasch 
aufgenommen. Vom 3. Tage 
an bleibt der N-Gehalt der 
Pilzdecke konstant. Bei 
"49 P liegt der N-Gehalt zu- 
nachst noch deutlich unter 
dem bei!/, N; er steigt aber 
an, erreicht am 5. Tage den 
Wert des letzteren und 
nimmt auch weiterhin noch 
zu. Die Kurve des N-Ge- 
haltes bei 1/,, P zeigt einen 
ganz ahnlichen Verlauf. Sie 
liegt aber entsprechend hé- 
her. Erst bei !/; P schlieB- 
lich wird der verfiigbare 
Stickstoff der Nahrlésung 
ganz aufgebraucht. 

Ganz anders verhielt sich 
die P-Aufnahme (Abb. 9). 
Dies wird  insbesondere 
durch den Vergleich der 
Kurven fiir 1/4, P und 1/,N 
klar. Im Endgehalt an N 


waren beide Kulturen etwa gleich, die P-Gehalte lagen aber weit aus- 


einander. 


Auch im prozentualen P-Gehalt bestehen betrachtliche Unterschiede 
wahrend der ganzen Versuchsdauer (Tab. 7). Die P-Aufnahme erfolgt bei 
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N-Mangel (1/,N, Abb. 9) zuerst rasch. Nach Erschépfung der N- Quelle 
kommt sie aber sofort zum Stillstand. Das zeigt der Parallelverlauf der 
Kurven fir '/, N in Abb. 8 und 9. So liegt der prozentuale P-Gehalt bei 
?/, N sogar noch etwas tiefer als bei schwachem P-Mangel (!/,; P, vgl. 
Tab.7). Umgekehrt nehmen die Kulturen auf 1/; P wesentlich mehr N 
auf als die 1/, N-Kulturen; 
ihr Wachstum ist starker, 
ihre Verfettung viel geringer. 


Tabelle 6. 
Prozentualer Fetigehalt bet N- und P-Mangel. 


Die engen Wechselbezie- Bie eps i = 
hungen zwischen P- und N- a2 | ea Lees 
Ernahrung werden hiermit ae | a 20 
bereits sehr deutlich gemacht. : i ae Fae 
Weiteres Erfahrungsmaterial 6 46,0 | 44,5 43.0 
sollten Versuche tiber die Wir- 

Tabelle 7. 


kung von g leichzeitig €M  Prozentualer P-Gehalt bei N- und bei P-Mangel. 
P- und N-Mangel erbringen. 


Kulturdauer Mangelgabe 
. . Tag 1 1 1 

D. Die Wirkung von 2utest ee es ae ao a ey Be 
gleichzeitigem N- und 2,5 =, {oy 2,3 2,2 
P-Mangel auf den kis 0,19 1,5 1,4 
, == 1,2 0,8 
Stoffwechsel. : 0,12 0,9 0.7 
Versuchsanordnung: Es wur- 4,5 — 0,8 0,6 
den diejenigen Mangelgaben an 5 0,09 — a= 
Pund N miteinander kombiniert, 5, — 0,7 0,7 
die nach dem vorangehenden Ab- 6 0,10 0,7 0,7 


schnitt nahelagen. Als Kontrolle 
dienten Kulturen, bei denen nur einer der beiden Nahrstoffe in Mangelgabe ge- 
boten wurde. 

Rethe a: */,N + Yon P, yN + YeoP, YaN+%sPy VN +44 P. In einer 
aweiten Versuchsreihe wurde Voll- und Mangelernahrung mit Stickstoff ('/, N, 
1/, N) mit sehr kleinen P-Gaben (1/4) P) kombiniert. 

Reihe b: 3, N + 4Jyq P, 4p N + Yao P- 

Ernten von jeweils 2 Kulturen am 3., 4., 5. und 6. Tag. (Ergebnisse s. Tab. 8.) 

Die Zahlen der Trockensubstanzausbeute (Tab. 8 I) zeigen keine sehr 
groBen Unterschiede. Zum Vergleich untereinander werden am besten die 
Analysenwerte vom 3.—5. Tag herangezogen. Zwischen dem 5. und 6. Tag 
wurde bei einzelnen Kulturen offenbar nach Erschépfung des Zuckers 
der Nahrlésung schon die Fettreserve der Zellen angegriffen, wie die 
Zahlen von Tab. 8 II andeuten. Die Produktion an Trockensubstanz ist 
bei alleinigem P-Mangel (1/, N + */29 P) etwas héher als bei den Kulturen 
mit gleichzeitigem N- und P-Mangel (/,N + 3/; P bzw. 4/29 P), die sich 
ihrerseits wieder wenig von der Kombination */, N + 1/, P unterscheiden. 
Die Wirkung des N-Mangels tritt also stirker hervor. Erst extrem kleine 
P-Gaben (4/4) P) kénnen sich in der Wirkung gegen N-Mangel dureh- 
setzen, wie aus der Reihe b hervorgeht. 


+ Name 
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Fast noch gleichmafiger sind die Prozentwerte des Fettgehaltes 
(Tab. 8 II). Kombiniert man also P- und N-Mangelgabe, die fiir sich 
allein etwa die gleiche Wirkung auf die Fettbildung haben, so andert sich 
nichts. Erst wenn ein magebender Ernahrungsfaktor ins Minimum 
riickt, nimmt die Verfettung der Zellen entsprechend zu. Das zeigt z. B. 


Tabelle 8. Die Trockensubstanz und ihre Zusammensetzung 
bei gleichzeitigem N+ P-Mangel. 


Kultur- Reihe a Reiheb | Kultur- Reihe a Reihe b~ 
dauer}2/,N | YN [NUN |W | VeN | Gamer |W [YN | VN | N | AN | Ve N 
Tage Ja) Pl ,P |e P| P| oP | YoP| 8 | oP |e? | oP| iP | lo P | ho PB 
I. Trockensubstanz mg Ill. N-Gehalt (%/Trg.) 
] | 
3 |184,3/179,4/177,2/174,5]140,3 148,03 | 3,6 2,9 | 3,0 3,1 | 3,2 | 28 
4 |295,4|288,5|277,4'270,0 214,7 228,7 4 | 2,7 |.1,9 | 2,0 | 2,0 | 2,4 | 2,2 
5. |364,1|342,7|323,8|300,0|263,7|292,0] 5 | 2,2 | 1,6 | 1,7 | 1,8 | 2,1 | 1,8 
6 |881,4|362,2/347,2|340,1/314,5/336,5, 6 | — | 1,5 | 1,6 | 1,6 | 2,0 | 1,6 


II. Fettgehalt (°%/Trg.) IV. P-Gehalt (%/Trg.) 


3 Fol Br 2830 ee 28 tos | 39 3 ~| 0,3'] 1,4 | 0,3 | 1,4 | 0,2 | 0,2 
4 | 41 | 39 | 42 | 40 | 47 | 44 4 | 0,2 | 0,9 | 0,2 | 0,9 | 0,1 | 0,1 
5 | 45 | 40 | 42 | 43 | 49 | 47 5 | 0,2°| 0,7 | 0,2 0:8) }, O51 fF OE 
6 | 40 | 41 | 43 | 43 | 46 | 45 6 — | 0,7 | 0,2 | 0,7 | 0,1 |. 0,1 


ein Vergleich der Fettgehalte am 5. Tag bei Reihe a und b. Diese geringen 
Unterschiede im Fettgehalt lassen von vornherein ein ahnliches fiir den 
N-Gehalt der Pilztrockensubstanz erwarten. Wie Tab. 8 III zeigt, ist 
tatsachlich die N-Assimilation in allen Reihen ziemlich gleich. Nur in den 
Versuchen mit +/, N wird durchweg etwas mehr N aufgenommen. Die 
Verminderung der Stickstoff-Aufnahme durch P-Mangel kommt aber 
auch hier wieder sehr deutlich zum Ausdruck. 

Die ersten, wirklich bemerkenswerten Unterschiede finden sich in 
Teil IV von Tab.8, in welchem die prozentualen P-Gehalte der Zell- 
substanz zusammengestellt sind. Befindet sich P im Minimum, so ent- 
spricht der P-Gehalt der Pilzernte dem P-Gehalt des Mediums. Das geht 
z. B. aus der Reihenfolge 1/, N + 4/, P > 1/, N+ 4/5) P > 4/4 N + "a9 B 
hervor, aber auch daraus, da 4/,N +1/,.,P~1/,N+4/..P und 
MN + "ay P= 1/,N + 4/49 P. Liegt hingegen die N-Ernahrung in der 
Rolle des begrenzenden Faktors, so kénnen verschiedene P-Gaben unter 
Umstiinden zu gleichen P-Gehalten in den Zellen fiihren, z. B. ist 1/ aN + 
1], Px 3/,N +1), P. 


KE. Diskussion der Ergebnisse bei P-Mangelernahrung. 


Die in den vorangehenden Abschnitten besprochenen Versuche er- 
gaben zunichst eine Reihe paralleler Erscheinungen bei P- und N-Mangel. 
In beiden Fallen lat sich eine Verzégerung bzw. Verminderung des 
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Zuckerverbrauchs, der Trockensubstanzproduktion und der N-Assimila- 
tion und eine Vermehrung der Zellverfettung feststellen. In beiden Fallen 
ergibt sich fiir bestimmte Mangelstufen ein Maximum der absoluten Fett- 
ausbeute. Dies alles lieBe sich zuniichst im Sinne unspezifischer Mangel- 
symptome deuten. Es scheint so, als ob der Pilz bei Mangelernahrung 
(entweder mit N oder mit P) zur verstirkten Fettbildung schreitet. 

Unsere Versuche haben eine Reihe von Ergebnissen gebracht, die einer 
solchen Auffassung widersprechen. Sie weisen sehr deutlich darauf hin, 
daf} P-Mangel primar in einer Verminderung der N-Assimilation zur 
Wirkung kommt. So wur- 
den z.B. bei!/,P und1/;P %— 
gleiche Mengen an Trocken- 
substanz produziert, die 
aber im letzten Fall absolut 
und prozentual mehr Fett 
und weniger N enthielt. Bei 
leichtem P-Mangel war also 
Umfang und Okonomie der 
Zuckerverarbeitung nicht 
gehemmt, wohl aber die N- 
Assimilation. Weiter erwies 
sich Geschwindigkeit und 0 A gata hohe cape ee 
AusmaB der Aufnahme des 4 Te eis 

‘ Abb. 10. Prozentualer Fett- und N-Gehalt der 
dargebotenen Stickstoffs Pilztrockensubstanz bei verschiedener P-Ernéhrung. 
direkt abhangig von der 
P-Gabe (vgl. z. B. Tab. 2 u. 3). Auch extremer P-Mangel fiihrt allerdings 
zu keiner volligen Sistierung der N-Aufnahme. Selbst nach Erschépfung 
des Phosphates der Nahrlésung geht die N-Aufnahme noch langsam weiter 
(vgl. Abb. 8). Umgekehrt kommt aber die P-Aufnahme praktisch zum 
volligen Stillstand, wenn kein N mehr in der Nahrlosung verfiigbar ist. 

Aus den Versuchen mit gleichzeitigem P- und N-Mangel geht schlieB- 
lich hervor, daB der Bedarf an P vom N-Angebot abhiangig ist. Wahrend 
bei 1/, N der Stoffwechsel bereits durch 1/,P im Sinne verminderter 
EiweiBbildung und vermehrter Fettbildung umgelenkt wird, reicht bei 
1/,N noch 3/,,P zur Aufrechterhaltung des fiir 1/, N kennzeichnenden 
Stoffwechselverlaufes aus. 

Das Ausma der Fettbildung in der Zelle hiingt offensichtlich von der 
Menge an Zwischenprodukten des Zuckerabbaues ab, welche nicht fir 
die Synthese von Aminoséuren und Proteinen in Anspruch genommen 
werden. Der Ablauf der zuletzt genannten Vorginge wird aber direkt 
durch die N-Ernahrung, indirekt durch die P-Ernahrung begrenzt. 

DaB auch bei P-Mangel die Fettbildung im wesentlichen durch den N- 
Stoffwechsel der Zelle bestimmt wird, zeigt das Punktdiagramm in Abb. 10. 


x 
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Nach den Ergebnissen sehr verschiedener Versuchsreihen wurde der 
Fettgehalt (°%%) gegen den N-Gehalt (%) der Zellen aufgetragen. Inv 
allen Versuchen war die N-Ernahrung gleich (1% Asparagin), der P-Ge- 
halt war innerhalb weiter Grenzen abgeindert. Trotzdem besteht offen-. 
sichtlich eine eindeutige Beziehung zwischen N- und Fettgehalt der 
Zellen, die in erster Annaherung durch eine gerade Linie wiedergegeben 
werden kann. 

Wenn man sich vor Augen halt, wie vielfaltig die Rolle des Phosphors | 
im Zellstoffwechsel ist, miissen die hier dargestellten sehr klaren, beinahe | 
einseitigen Reaktionen des Stoffwechsels auf P-Mangel eher tiberraschen. 
Man wird kaum fehlgehen, wenn man die zur Bildung von Aminoséuren | 
und EiweiBstoffen fiihrenden Prozesse als diejenige Stelle des Stoffwech- 
sels betrachtet, an der die verfiigbare Menge an P am friihesten die Rolle 
des begrenzenden Faktors spielt. 


III. Die Wirkung von K-Mangel auf die Fettbildung. 


Eine gréBere Reihe von Arbeiten beschaftigt sich mit der Rolle des Kaliums 
im Stoffwechsel von Mikroorganismen. Seine Bedeutung fiir die Fettbildung haben 
bisher anscheinend nur GARRIDO, WOODBINE u. WALKER (1953) untersucht. Sie 
bestimmen bei Aspergillus nidulans, Penicillium javanicum und R. spinulosum die 
fiir optimale Fettbildung nétige K-Gabe. Kalium kann nach ihren Befunden in 
einem gewissen Ausmaf durch Na ersetzt werden. Wir kamen bei Vorversuchen 
mit unserem Pilz zu einem gegenteiligen Ergebnis. Deshalb wurde in unseren 
K-Mangelversuchen KH,PO, durch aquimolekulare Mengen von NaH,PO, ersetzt. 


A. Die Fettbildung bei abgestufter K-Gabe. 


Versuchsanordnung: WoursE-Lésung mit 1/,, "49, "a9. 4/49. 2/go K. Ernte am 
4, Tage, also zu dem Zeitpunkt, an dem unter Normalbedingungen aller Zucker 
verbraucht und Wachstum und Fettbildung abgeschlossen sind (Ergebnisse s. 
Tab. 9). 


Tabelle 9. Wachstum und Zusammensetzung der Zellsubstanz bei abgestufter K-Gabe 
(4tagige Kulturen). 


K-Gabe ORR ARs hei lin Ye ve ie ‘eo K 
Zuckerverbrauch (%)!. . 100 (eo OFS remrO LU | 45,2 39,5 
Trockensubstanz (mg). . | 485,1 | 211,2 168,3 | 116,6 88,5 | 
Okonom. Koeffizient. . . 47,8 34,2 29,4 20,3 19,9 
Fettgehalt (mg). .... 90,5 19,4 14,8 11,1 8,2 

. Tank Pil hikes 18,6 oe ae 8,8 9,5 9,3 
Fett-Koeffizient. . . . . 9,0 3,0 2,6 1,9 1,9 
N-Gehalt (mg)... .. 25,2 14,2 10,5 7,5 5,6 

sues. (Beat . 5,2 6,7 6,2 6,4 6,3 
P-Gehalt (mg) ....:. 8,97 4,84 3,69 2,42 1,95 

x oye Abita (AT Te 1,9 2:1 2,2 2,1 2,2 
Nie esa atte 2,8 2,8 OF 3,1 2,9 


1 Prozent der Ausgangsmenge (1,13 g). 
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Steigender Kaliummangel wirkt sich sehr auffallend in einer Verlang- 
samung des Zuckerverbrauchs und in einer Verminderung der Trocken- 
substanzbildung aus. Daf der letztere Effekt gréBer ist als der erstere, 
wird deutlich, wenn man den 6konomischen Koeffizienten bestimmt. 
Dieser nimmt mit zunehmendem K-Mangel betrachtlich ab. 

Auch die Fettbildung nimmt um so mehr ab, je weniger Kalium der 
Kultur zur Verfiigung steht. Das gleiche gilt fiir den Fettkoeffizienten, 
der die Fettbildung zum Zuckerverbrauch in Beziehung setzt. Der pro- 
zentuale Fettgehalt der Zellen zeigt nur zwischen 1/, K und 1/,;, K eimen 
deutlichen Unterschied, zwischen 4/,) und 1/,, K ist er praktisch konstant. 

Die assimilierte Gesamtmenge an N und P ist um so geringer, je groBer 
der K-Mangel. Die prozentualen Gehalte der Trockensubstanz an N und P 
sind hingegen durch alle Stufen der K-Ernahrung wieder recht gleich- 
formig. Nach unten aus der Reihe fallen nur die Werte fiir die — relativ 
fettreichen — Zellen auf 1/, K. Das N : P-Verhiltnis zeigt bei allen Ver- 
suchsgliedern nur geringfiigige Schwankungen. 

Eine weitere Diskussion dieser Befunde soll erst spater, nach Be- 
sprechung des zeitlichen Ablaufs des Stoffwechsels bei K-Mangel an- 
geschlossen werden. 


B. Der zeitliche Ablauf des Stoffwechsels bei K-Mangel. 


Versuchsanordnung: WoitsE-Losung mit 1/,, 1/19, 4/29» 1/49» 1/s0 K. Ernte nach 2,5, 
3, 3,5, 4, 4,5 Tagen (Ergebnisse in Tab. 10 u. Abb. 11 u. 12). 


Das Ergebnis der Fettbestimmungen in dieser Versuchsreihe (Tab. 10) 
148t sich folgendermafen zusammenfassen. Bei allen K-Gaben steigt die 
Fettmenge je Kultur bis zum letzten Erntetermin an. Eine Ausnahme 


Tabelle 10. Verlauf der Fettbildung (in mg und %) bet K-Mangel. 


Kultur- 14,K My K Moy K "ag K */ao K 

dauer 

Tage mg % mg % mg % mg % mg % 
2.) 9,2 6,4 5,4 6,0 4,6 6,4 Ose) 6,1 — — 
3 21,1 lige 8,3 Tig) 7,4 7,3 5,5 Yall 4,1 7,4 
3,5 58,6 | 13,5 | 15,0 5,6 13,0 9,4 8,0 &,4 6,0 8,2 
4 90,5 | 18,6 | 19,4 9,2 17,0 | 10,1 | 10,3 8,8 7,9 8,9 
4,5 78,7 | 18,1 | 26,4 9,3 16,5 9,4) 11,9 9,3 9,6 9,8 


macht nur die Reihe mit voller K-Gabe (1/, K), die am 4. Tage die maxi- 
male Fettausbeute, 12 Std spater aber bereits einen niedrigeren Wert 
zeigt. Die absolute Fettmenge je Kultur nimmt im iibrigen mit steigen- 
dem K-Mangel stark ab. Sie betragt nach 4,5 Kulturtagen bei 1/3) K nur 
ein Drittel des Fettertrages bei +/,) K. 

Demgegeniiber sind die prozentualen Fettgehalte bei den verschiede- 
nen Mangelstufen an den gleichen Erntetagen iiberraschend ahnlich. Nur 


die Werte fiir 1/, K fallen von 3,5 Tagen an nach oben aus der Reihe. 
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Die naheliegende Erklairung ist darin gegeben, da hier zum genannten 
Zeitpunkt der N-Vorrat der Nahrlésung verbraucht ist. 

Die verschiedenen Fettmengen bei gleichem prozentualem Gehalt 
lassen bereits vermuten, daf zunehmendem K-Mangel abnehmende 
Trockensubstanzernten (etwa gleichen Verfettungsgrades) entsprechen 
werden. Das wird durch Abb. 11 bestatigt. Tempo und Ausmaf der 
Trockensubstanzproduktion nimmt von einer K-Gabe zur nachst nied- 
rigeren deutlich ab. Das gleiche gilt im groBen ganzen auch fiir den 
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Abb. 11. Verlauf der Trockensubstanzbildung Abb. 12. Verlauf des Zuckerverbrauches 
bei verschiedener K-Gabe. bei verschiedener K-Gabe. 


Zuckerverbrauch (Abb. 12). Freilich fallt auf, daB die auf den letzteren 
beziiglichen Kurven naher beisammen und — bei Darstellung im gleichen 
MaBstab — insgesamt hdher liegen als die entsprechenden Zeitkurven 
der Trockensubstanzbildung. Es wird also bei K-Mangel weniger Trocken- 
substanz gebildet, als dem Zuckerverbrauch entspricht. Dieses MiBver- 
haltnis nimmt in dem Mae zu als der K-Mangel steigt. Es wird damit 
bestiitigt, was sich aus der Berechnung des ékonomischen Koeffizienten” 
(Tab. 8) gezeigt hat. Der Knick, den die Trockensubstanz- und Fettbil- 
dung bei '/,; K am 4. Versuchstag zeigt (Tab. 9 u. Abb. 11) erkliart sich 
daraus, dafs der Zuckervorrat der Nahrlésung zu diesem Termin erschopft 
war und die zelleigenen Reserven angegriffen wurden. 

Auf eine ausfiihrliche Darstellung der Analysenzahlen fiir den N- und 
P-Gehalt kann bei dieser Versuchsreihe verzichtet werden. Sie bestatigen 
nur, was bereits in Abschnitt IV A gefunden wurde: Die absoluten N- 
und P-Mengen in der Zellsubstanz nehmen mit zunehmendem K-Mangel 
ab, die Prozentgehalte sind am gleichen Erntetermin ebenso wie die 
N : P-Verhaltnisse innerhalb recht enger Grenzen konstant. Es seien hier 


Der Fett- und EiweiBstoffwechsel von Endomycopsis vernalis. 133 


lediglich die N-Gehalte wiedergegeben, da sie zur Erklirung des Fett- 
stoffwechsels dieser Kulturen (s. 8.131) notwendig sind (Tab. 11). Im 
Gegensatz zu den K-Mangel-Reihen steigt bei 1/, K die in den Zellen 


enthaltene N-Menge nur bi 
8 sei Tabelle 11. Verlauf der N-Aufnahme 


zum 4. Tage an. Dann ist hier bei K-Mangel. 
der N-Vorrat des Mediums 
Brcchovtt Kulturdauer N (mg) 
S ra i Tage i ROMs Ka ae sl ky KO pide 
chon die bisher besproche- 
= ee P . 2 ey ee ty rs ee ee 
nen Ee phe assen erken- 2,5 12,0 7,0 5,8 4,5 3,7 
nen, da zwischen den Stoff- 3 DOO mmaLOss TT Oleb.8 4,5 
wechselwirkungen von N- 3,5 24,3 | 12,4 | 9,1 | 65 | 5,4 
und P-Mangel einerseits, von - sek REZAYA LE Ta er 
4,5 224i Ley 12 vy 5,8 


K-Mangel andererseits sehr 
tiefgreifende Unterschiede bestehen. N- und P-Mangel driicken zwar 
ahnlich, wenn auch schwacher als K-Mangel, Tempo und Umfang 
des Zuckerverbrauchs herab; ihre auffallendste Wirkung liegt aber 
in der starken Veraénderung der qualitativen Zusammensetzung des 
gebildeten Zellmaterials (Fett-, N-, P-Gehalt). Umgekehrt ist die Haupt- 
wirkung des K-Mangels in der sehr stark verminderten und undkono- 
mischen Verarbeitung des Zuckers fiir die Bildung der Zellsubstanz zu 


Tabelle 12. Die Zusammensetzung der Zellsubstanz ber Kalimangel 
(nach Ergebnissen des Abschnittes IV A). 


eed "10 K “oo K Tao K "Teo K 


I. Trockensubstanz . ... . mg 485,1 2102 168,3 116,6 88,5 
eeHetigehalt aly 0. 1: mg 90,5 19,4 14,8 11,1 8,2 
3. Protein (N x 6,25)... . mg 157,8 88,7 65,8 47,0 34,8 
4, Fett + Protein. ..... mg | 248,3 108,1 80,6 58,1 43,0 
(Fett ++ Protein) fe ; 3 
Poi al bua Ghatane 100% 49,5 51,0 48,0 50,0 49,0 
Fett x 100 5 

BEL uh | 18,5 19,0 19,0 

g (Fett + Protein) ~ Yo pee ey 


Protein x 100 
* (Fett + Protein) 
BeProtein: bette. “as ss) se 1,8 4,5 4,4 4,2 | dye 


ages 63,5 82,0 §1,5 81,0 81,0 


sehen, deren Zusammensetzung durch das AusmaB des K-Mangels aber. 
kaum beriihrt wird. Einige Hinweise darauf findet man bereits in Tab. 10. 
Besonders lehrreich sind in dieser Hinsicht einige Zahlen, die den Ver- 
suchen des Abschnittes IV A entnommen wurden (Tab. 12). Fiir die ver- 
schiedenen K-Mangelstufen wurden zunachst die analytisch gefundenen 
Werte fiir Trockensubstanz, Fettmenge und ,,Protein™ (N x 6,25) zu- 
sammengestellt. Diese Zahlen ordnen sich fiir die Kulturen abnehmenden 
10* 
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K-Gehaltes zu einer absteigenden Reihe. Das gleiche gilt natiirlich auch 


a ? . .1,.:. (Fett + Protein) 
fiir die Summe Fett + Protein. Das Verhaltnis Pidakananhitkaces 100, 


also der prozentuale Gehalt der Zellen an Fett + EiweiB, zeigt dagegen 
fiir die Versuchsglieder +/,) —1/s9 K eine weitgehende Konstanz. Die 
Zahlen schwanken nur zwischen 48 und 51%, das heiBt um etwa 3%. 
Durch den Kaliummangel wird zwar die Quelle des Ausgangsmaterials 
fiir Fett- und EiweiBbildung gedrosselt, der Anteil dieser beiden Stoff- 
gruppen an der gesamten Stoffproduktion des Pilzes bleibt aber unveran- 
dert. Das gleiche la8t sich nun auch fiir den Prozentanteil von Fett bzw. 
Eiwei8 an der Summe beider sagen, wie aus Reihe 6—8 von Tab. 12 
hervorgeht. 

Bei diesen Feststellungen sind die Kulturen mit 1/, K zunachst un- 
beriicksichtigt geblieben. Wie Tab. 11 zeigt, stehen diese am 4. Kulturtag 
unter N-Mangel. Dieser bewirkt die Verschiebung der Prozentzahlen zu- 
gunsten von Fett und zuungunsten von Protein. Die Wirkung reich- 
licher K-Gabe ist ganz indirekt. Sie bedingt ein rascheres Wachstum und 
damit eine friihzeitige Erschopfung des N-Vorrates im Medium. Der Pro- 
zentanteil der Summe (Fett + Protein) an der Zellsubstanz ist auch hier 
(Reihe 5, Tab. 12) etwa gleich wie bei der K-Mangelkultur. 

In diesem Zusammenhang sei kurz erwahnt, da die K-Mangelkulturen auBerlich 
eine etwas abweichende Beschaffenheit besitzen. Sie bilden zunachst eine schleimige 
weibe Pilzdecke, die spaiter zu einer samtig glanzenden, trockenen, fest zusammen- 
hangenden Haut wird. Unter dem Mikroskop findet man ein fadiges Mycel mit wenig 
deutlichen Fetttropfen und keine Oidien. Im getrockneten Zustand ist die Pilz- 
masse dunkelbraun und spréde, wie es sonst nur bei alten, an Fett verarmten Kul- 
turen beobachtet wird. Auch sei vermerkt, daf sich bei K-Mangelkulturen der 
pu-Wert des Mediums etwas senkt. Bei P-Mangel ist das Umgekehrte der Fall. 

Unsere eben besprochenen Ergebnisse, die auf eine Beeintraichtigung 
von Geschwindigkeit und Okonomie des Kohlenhydratstoffwechsels hin- 
weisen, stehen in gutem Einklang mit einer Reihe von Literaturangaben, 
tiber die Bedeutung des Kaliums fiir den Kohlenhydratstoffwechsel. 

Rreret und Benr (1934, 1936) stellten fest, daB Aspergillus niger bei K-Mangel 
viel undkonomischer arbeitet als bei guter K-Versorgung. Nach Putver u. VERZAR 
(1940) bestehen bei der Backerhefe enge Beziehungen zwischen der Aufnahme von 
Kalium und Glucose. Zu gleichen Ergebnissen kamen fiir die Hefe Conway (1941), 
Hevesy u. Nreisen (1941) und Rorustern u. Hanae (1943), Rorusrery u. Enns 
(1946) und Rorusrern (1949), fiir Hscherichia coli Lursow11z u. KUPERMINTz (1942) 
und fiir Erythrocyten des Menschen Harris (1941). Sehr eingehend beschaftigten 
sich Rosperts, Roperts u. Cowrn (1949 I), Ropers u. Cowrp (1949 IT) sowie Ro- 
BERTS u. Roserts (1950) mit der stoffwechselphysiologischen Rolle des Kaliums. 
Sie fanden die K-Aufnahme durch Escherichia coli von der Stoffwechselaktivitat der 
Zellen abhangig. Bei Gegenwart von Hexose, von Milchsiure oder Glutaminsaiure 
wurde K rasch in die Zellen aufgenommen und gebunden. Es werden K-Salze von 
Hexosephosphaten vermutet, doch blieb der Nachweis erfolglos. K-Mangel wirkte 
sich in den Versuchen der genannten Forscher in einer Hemmung der synthetischen 
Vorgange aus, was vor allem in einem verminderten Einbau von S und P in Zell- 
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proteine sichtbar wurde. Es wird vermutet, da8 der K-Mangel vor allem die fiir die 
Synthese der Zellbausteine notwendigen energieliefernden Prozesse beeintrachtigt. 
Scorr, JAcoBsEN u. Rice (1951) fanden gleichfalls enge Beziehungen zwischen 
Glykolyse und K-Spiegel der Hefezellen. Nach Erschépfung der Kohlenhydrate 
wurde K aus den Zellen ausgeschieden. Schon 1944 hatte Scorr zeigen kénnen, daf 
K-Aufnahme bei Chlorella pyrenoidosa an Glucoseabbau gebunden ist. Auch Rors- 
STEIN u. Demis (1953) wiesen neuerlich darauf hin, daB bei Hefe der Abbau von 
Glucose und Fructose durch den K-Gehalt gesteuert wird. Nossax (1952) fand bei 
Lactobacillus arabinosus Kalium unentbehrlich fiir den anaeroben Abbau von Brenz- 
traubensdure bei Gegenwart von Glucose. Nach Buack (1951) ist die Aldehyd-De- 
hydrase der Hefe nur bei Gegenwart von K+ (oder Rb+ oder NH,*) wirksam. 

Im Zusammenhang damit seien auch die Arbeiten von Scummpt, Hucut u. 
THANNHAUSER (1949) sowie von Muttrns (1949) erwahnt, welche sich mit den Be- 
ziehungen zwischen der Aufnahme von K+ und PO,’” bei Hefe bzw. bei Valonia 
befassen. 

Uber eine aktivierende Rolle von Kalium bei Phosphorylierungsreaktionen be- 
richten Boyer, Larpy u. Patties (1942), Boyer (1943), Munrz (1947), Muntz u. 
Horwitz (1951) sowie Snsn (1949). 


Ahnlich wie bei den Versuchen iiber Phosphormangel wurden auch 
normal vorgezogene Kulturen auf K-freie Nahrlésung tibertragen. Es 
sollte hierbei festgestellt werden, in welchem MaBe das bei reichlicher 
Versorgung aufgenommene Kalium weiterhin einen normalen Ablauf der 
Stoffwechselvorgiinge gestattet. 


Versuchsanordnung: 
_ Normale Nahrlésung (3 Tage) 
We Y \ 
a Reihe a Reihe b 
x A 1) 
Ernte (Kontrolle) | Lésung ohne K (1 Tag) Lésung ohne P (1 Tag) 
x 4 oN 
Ernte Lésung ohne K Ernte Lésung ohne P 
Ernte nach Ernte nach 
1, 2, 3 Tagen 1, 2, 3 Tagen 


Durch den doppelten Wechsel der Nahrlésung sollten die Fehler durch Mit- 
schleppen von Resten der ersten Losung (vgl. 8. 125) méglichst verringert werden. 
(Ergebnisse s. Tab. 13.) 


Aus Tab. 13 ergibt sich, daB nachtraglicher K-Mangel das Gesamtbild 
des Stoffwechsels nicht sehr stark verindert. Der Zucker der beiden nach- 
gegebenen K-freien Lésungen wird sehr rasch und vollstandig verarbeitet, 
nur wenig langsamer als in den P-freien Parallelansatzen. Auch die 
Trockensubstanzausbeute ist im ersteren Falle nur um etwa 10% geringer 
als im letzteren. 

Der Fettgehalt steigt in der K-freien Zweitlosung zuerst an, bleibt dann 
aber ziemlich konstant. Die Zahlen fiir den N-Gehalt der Kulturen ohne 
K zeigen, da® der Stickstoff der Nahrlésung offenbar rasch verbraucht 
wird, so daB bald Knappheit an diesem Nahrstoff eintreten dirfte. Die 
Erhéhung des Fettgehaltes in der Reihe ist damit erklarbar. Viel starker 
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ist die Zunahme der Verfettung auf den P-freien Zweitlosungen der 


Reihe b. 
Tabelle 13. Die Wirkung von K-Mangel (und P-Mangel) auf normal vorgeziichtete 
Kulturen. 

Kultur- Trocken-| Fettgehalt /Zucker-| N-Gehalt | Trocken- Fettgehalt Te 
dauer keels (RY Pa igs Tey tr gewicht brauch 
aha pa) es Tre. Yo ae Trg. car mg | % Trg. Gi 

ty Kae ak he 
3 298,8 |} 13,4 | 4,6) — 21,1 | 7,2 | 298,8 13 4,5 — 
a) ohne K b) ohne P 
3+1 753,6 | 71,9 | 9,5| 86 46,5 | 6,2] 693,3| 75 | 10,8 81 
ohne K ohne P 
3+1+1] 840,5] 83,2 | 9,8| 67 57,9 | 6,9} 1106,0 | 223 | 20,1 96 
8+1+2] 993,5) 97,7 | 9,7) — 65,6 | 6,6 | 1091,2 | 248 | 22,7 | 100 
3+1+3 ] 993,9}| 85,1 | 85) 98 65,6 | 6,6 | 1109,6 | 228 | 20,6 = 
i 


% der Ausgangsmenge (1,13 g). 


C. Die Nachwirkung von K-Mangel auf Entwicklung 
und Stoffwechsel. 


Die nachfolgende Versuchsreihe sollte priifen, wie sich K-Mangelkul- 
turen bei Weiterkultur mit guter K-Versorgung verhalten. 

Versuchsanordnung: 

Rethe a) Vorkultur mit */; K, */;9 K, 4/49 K. Nach 4 Tagen Ubertragung auf neue 


Nahrlésung mit 1/, K. Reihe b) Vorkultur wie a). Ubertragung auf 1/,K nach 
6 Tagen. (Ergebnisse s. Tab. 14.) 

Im auBeren Bild zeigten die Kulturen bei 4 und 6tagiger K-armer Vorzucht auch 
bei der Weiterentwicklung unter Normalbedingungen die friiher beschriebenen | 
Symptome des K-Mangels (Bildung zusammenhangender Haute usw., s. S. 134). 
Unter dem Mikroskop findet man neben viel vacuolenreichem Mycel auch Oidien. 
Diese Beobachtungen lieBen eigentlich auch eine stoffwechselphysiologische Nach- 
wirkung des K-Mangels erwarten. Davon ist aber in den Analysenergebnissen 
(s. Tab. 14) kaum etwas zu erkennen. 


Sofort nach Ubertragung auf die Nihrlésung mit voller K-Gabe setzt 
kraftiger Zuckerverbrauch und lebhafte Trockensubstanzbildung ein. 
Dabei ist es gleichgiiltig, ob die Kulturen vorher 4 oder 6 Tage unter dem 
KinfluB schwacheren oder stiirkeren K-Mangels gestanden haben. DaB 
die unter K-Mangel vorkultivierten Versuchsglieder im Tempo des 
Zuckerverbrauchs und im Endtrockengewicht etwas hinter den dauernd 
auf 1/, K gezogenen Kontrollen zuriickblieben, findet eine vollig aus- 
reichende Erklarung darin, daB bei letzteren im Zeitpunkt des Nahrlésungs- 
wechsels bereits eine gréfere Zellmasse vorhanden war. 

Die Fettmenge nimmt in den Versuchen auf der zweiten Nahrlésung 
so zu, wie es bei normaler Nahrlésung zu erwarten ist. Die im allgemeinen 
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steigende Tendenz der Fett-Prozentzahlen entspricht dem allmahlichen 
Versiegen der N- Quelle. 

Diese Feststellungen hinsichtlich Trockensubstanz- und Fettbildung 
werden besonders deutlich, wenn man die Trockengewichte und die Fett- 
mengen berechnet, die auf der neuen kompletten Nahrlésung bis zum 
Augenblick des vollstandigen Zuckerverbrauchs gebildet wurden. Die 
Zuwachszahlen fiir Trockengewicht schwanken zwischen 393,6 und 
438,8 mg, fiir Fett zwischen 59,3 und 66,9 mg. Nur Reihe a mit Vorkultur 
auf 1/, K bildete tiberraschend wenig Fett (33,7 mg). Eine Erklarung fir 
diesen herausfallenden Wert kann nicht gegeben werden. Vielleicht liegt 
ein Analysenfehler vor. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe kénnen jeden- 
falls dahin zusammengefaBt werden, daB sich eine stoffwechselphysio- 
logische Nachwirkung von Kaliummangel nicht feststellen lief. 


D. Die Wirkung von K-Mangel bei giinstigen 
Fettbildungsbedingungen. 

Alle bisher beschriebenen K-Mangelversuche wurden unter Bedingun- 
gen durchgefiihrt, die fiir eine ausgiebige Fettbildung durch Endo- 
mycopsis ungiinstig sind, d. h. bei reichlicher N- und P-Versorgung. Die 
dabei erzielten Ergebnisse sollten nun durch Experimente tberpriift 
werden, bei denen K-Mangel mit Ernahrungsbedingungen kombiniert 
wird, die fiir die Fettbildung giinstig sind. Wie aus der Literatur und den 
Ergebnissen von Abschnitt III bekannt ist, laBt sich dies durch Mangel- 
ernihrung mit N oder P leicht erreichen. 


I. Versuche mit K-Mangel bei gleichzeitigem N-Mangel. 


Versuchsanordnung: WourTsE-Lésung mit 1/; N + 1/, K (Kontrolle), 1/, N + 1/,K 
1/,N + 4/, K, 4/44 N + 44) K, 4/44 N + 1/49 K. Ernten am 2 5B, 6., 7. Tag. (Er- 
gebnisse in Tab. 15—17). 

Das makroskopische und mikroskopische Bild des Pilzes lieB keinerlei 
K-Mangelerscheinungen erkennen. In der Geschwindigkeit des Zucker- 


Tabelle 15. Zuckerverbrauch und Trockensubstanzbildung 
bet gleichzeitigem N- und K-Mangel. 


Zz 
=~ 


WN +h K 


Kultur- 
dauer 
Tage 


Trocken 


= verbrauch | 
Trocken 
gewicht 

s¢ Zucker- 

~ verbrauch | + 
Trocken- 
gewicht 

- verbrauch 

® gewicht 


3¢ Zucker- 
se Zucker 


x 
=) 
I 
5 


3 78 | 295,9| 72 |174,5) — | 158,7} — | 154.5] 63 | 116,0 
4 100 | 443,8| 87 | 269,90; 88 | 273,1] 83 | 261,3] '70-) (211.7 
5 — — 94 | 299,7| — | 313,0] — | 298,7] 87 | 248.6 
6 — — 98 | 340.1} — | 361,0} — | 348,2] 98 | 291,3 
7 — — 100 | 324,9 | 100 | 351,3 | 100 | 357,0 | 100 | 303,5 
1 


Prozent der Ausgangsmenge (1,13 g). 
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abbaus und in der Menge der Pilzsubstanz (Tab. 15) ergaben sich zwi- 
schen den Kulturen mit 1/, N und !/; und 1/,, K kaum Unterschiede, ganz 
im Gegensatz zu dem, was bei reichlicher N- Gabe (s. S. 130 ff.) festgestellt 
wurde. Erst bei '/.) K machen sich in der Verlangsamung des Zucker- 
abbaus, im verminderten Erntegewicht und verringertem dkonomischem 
Koeffizienten deutliche K-Mangelerscheinungen geltend. Zunachst iiber- 
wiegt also die N-Mangelwirkung (vgl. die Reihe mit !/, N und 1/, K!). Bei 
einer Gabe von 1/, N reicht also !/,, K noch aus, um den fiir diese N-Gabe 
kennzeichnenden Ablauf unveriindert zu lassen. Erst bei 1/,) K setzt sich 
die Minimumwirkung des Kaliums gegentiber dem N-Mangel durch. 
Die Fettanalysen (Tab. 16) ergaben, was sich nach dem eben Gesagten 
erwarten lie. Eine merkliche Abnahme der Fettausbeute setzt erst bei 


Tabelle 16. Fettbildung (mg und %) bei gleichzeitigem N- und K-Mangel. 


Kultur. of PP i ata pie! © Sal Ete ee 1) te N oe As EK ta N + “ao K CaN) = */a0 K 
hed Fett Fett Fett Fett Fett 

rd ee th 6 mig. pl) 9% mg % mg % mg % 
3 28,4 9,6 49,0 | 28,4 42.9 | 27,0 Sia ca DOO elie, 
4 75,9 HEM LOSS? | 4053 3) 15-8 42-2 LOS | 41,5 Wore |) 3os0 
D = | — M27,7 | 42256 4) 1398) | M446. 2351 e473 99,6 | 40,1 
6 — | — | 147,0| 43,2 | 161,6 | 44,7 | 145,3 | 47,6 | 128,0 | 43,9 
of — | — 136,2 ALG) \WA2ZO One te 46.9 Nea. L264 Wetded 


1/,) K ein, also bei derjenigen Stufe des K-Mangels, die unter den Ver- 
suchsbedingungen die gesamte Substanzproduktion herabdriickt. Die 
Prozentzahlen an Fett sind untereinander sehr ahnlich. Auch hier bleibt 
also der Anteil des Fettes an der gesamten Zellsubstanz unbeeinfluBt 
durch K-Mangel. DaB die Kontrolle mit 1/, N und 1/, K vollig andere Er- 
gebnisse liefert, ist selbstverstandlich. 

Die Ergebnisse der N-Analysen (Tab. 17) zeigen mutatis mutandis das, 
was fiir den Fettgehalt gesagt wurde. Wirkliche Unterschiede ergeben 


Tabelle 17. N-Assimilation bei gleichzeitigem N- und K-Mangel. 


Kultur- PiaN =e hy K e YeN + 7/4, K "a N ats aN iy "fro K aN + */ao K 
dauer we N N N N 
pe mg % mag ee Yo gen iee % mg | % mg Yo 

3 he 2a hy p= Sa aN ee me i 7 a ee Se De 
4 23,5 5,3 5,5 2,0 557 al 5,9 2,0 5,7 a 
> — — 5,5 1,8 5,9 1,9 5,4 1,8 5,5 ae 
6 eo HG Si 116 | NBO | EMI CB EL WRG Sj mBrd dg 
7h — — ee IG L587 al 0) 5,5 1,5 5,5 1,8 


sich nur zwischen der Kontrolle mit !/, N und den iibrigen Kulturen mit 
1/,N. Die letzteren sind im N-Gehalt sehr gleichartig, die verschiedene 
Versorgung mit K ist auf den N-Gehalt der Zellen ohne EinfluB. Es ist 
héchstens etwas iiberraschend, daB auch bei 1/,N + '/o9 K noch der 
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gesamte Stickstoff der Nahrlésung aufgenommen wurde, so da der 
Prozentgehalt an N wahrend der ganzen Versuchsdauer etwas hoher liegt 
als bei den tibrigen Ernihrungsstufen. 


2. Versuche tiber K-Mangel bei gleichzeitigem P-Mangel. 

Versuchsanordnung: a) 4/.), P + 1/, K, b) "29 P + 4/29 K, beide Reihen mit 1/, N. 
Ernten am 3., 4., 5., 6. Tag. (Ergebnisse Tab. 18.) 

Die Unterschiede zwischen den beiden Reihen a und b(Tab. 18) sind nicht 
sehr bedeutend. Eine Mangelgabe von 4/,) K setzt sich in der Wirkung ge- 
rade eben gegentiber 1/,, P durch: der Zucker wird etwas langsamer ver- 
braucht, die Trockensubstanzausbeute ist um etwa 15% niedriger, ebenso 


Tabelle 18. Die Wirkung von gleichzeitigem P- und K-Mangel. 
a) Yoo P + 7/4, K 


b) */20 P + */a9 K 


pe ay Pa a Fettgehalt | N-Gehalt dae ea Fettgehalt | N-Gehalt 
%* mg mg % mg % % | me | mg % mg % 

3 — 188,0| 68,337 |-7,3 3,9 — / 148,3 |. 48,9 33 | 5,7 3,99 
4 91 309,3 | 130,0 42] 8,7 2,8 85 | 247,0 / 106,0 43 | 6,8 2,8 
5 100 355,1 | 163,2 46} 9,6 2,7 97 | - 287,4 138,2 485-71 2.5 
6 = 367,4 | 158,0 43 10,3 2,8 | 100 | 313,1 / 156,6 50 | 7,6 2,4 


1 Prozent der Ausgangsmenge (1,13 g). 


ist die absolute Menge an Fett und an N-haltiger Substanz in den Zellen 
etwas geringer. Dagegen sind die prozentualen Fett- und N-Gehalte beider 
Reihen etwa gleich, wobei beim Vergleich zu beachten ist, daB in Reihe a 
zwischen 5. und 6. Versuchstag bereits Fett abgebaut wird. Diese Er- 
gebnisse stehen also in Parallele zu den Befunden bei gleichzeitigem N- 
und K-Mangel. 


EL. Die Wirkung von gleichzeitigem N-, P- und K-Mangel. 

Zur Ergiinzung und Kontrolle der bisher geschilderten Untersuchungen 
sollte eine Versuchsreihe dienen, bei der N, P und K gleichzeitig in 
Mangelgaben geboten wurde. Bei der Auswahl der Mangelgaben wurden 
die Ergebnisse der bisherigen Versuche beriicksichtigt. Da friiher fest- 
gestellt worden war, daB '/, N in seiner Wirkung etwa zwischen 1 loo P und 
"/4o P liegt, wurde 1/, N und 1/,, P gegeben. Da sich die Mangelwirkung 
von "/5) K bei 1/, N noch relativ schwach ausgepragt zeigt, wurde diesmal 
"4g K genommen. 

Versuchsanordnung. Woursn-Lésung mit a) 1/, N + 1/4) P + ,K, b) N+ 


"ao P + */4o K, c) 1/4 N + "gq P + 1/49 K. Ernten am 3., 4., 5. und 6. Tag. (Ergeb- 
nisse Tab. 19). 


Der Zuckerverbrauch ist auch hier (Tab. 19), wie ein Vergleich der Ana- 
lysenzahlen vom 4. und 5. Tag zeigt, bei K-Mangel (Reihe b und c) lang- 
samer als bei guter K-Versorgung (Reihe a). Die Unterschiede sind aber 
nicht bedeutend gegeniiber denen, die bei alleinigem K-Mangel (8. 130 ff.) 
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beobachtet wurden. Zwischen dem 5. und 6. Versuchstag war hier in allen 
Fallen der gebotene Zucker vollstandig verbraucht. Die beiden Reihen 
mit K-Mangel (b und c) schneiden auch hier wieder in der Trockensub- 
stanzproduktion schlechter ab als die Kontrollreihe a mit 1/, K. DaB in 


Tabelle 19. Wirkung von gleichzeitigem N-, P- und K-Mangel. 
Kulturdauer Tage | a). N + 49 P+ YK | b) 4/a N + Yao P + 440K | C) Ye N+ Yfa0 BA /a0 Ke 


I. Zuckerverbrauch und Trockensubstanzbildung 


Zucker- Trocken- Zucker- Trocken- Zucker- Trocken- 
verbrauch gewicht’ verbrauch gewicht verbrauch gewicht 
%* mg Vine mg Ja mg 
3 — 140,3 a 104,1 11752 
4 12 214,7 69 150,3 61 172,2 
5 83 263,7 77 204,8 73 218,0 
6 100 314,5 100 235,2 100 253,7 
I. Fettbildung 
Fett Fett Fett 
mg OS Ake: mg % Irg. mg % Trg. 
3 52,4 37,4 41,1 39,5 43,4 39,0 
4 101,5 47,3 70,6 47,0 80,9 47,0 
5 129,8 49,3 97,2 47,5 107,5 49,3 
6 44S eee tO.0 118,6 | 46,2 170,4 47,5 
III. N- und P-Gehalt (% Trg.) 
N P N 2 N P 
% % % % % % 
3 S52 0,19 3,0 0,22 2,9 0,21 
4 2,4 0,13 eae, 0,16 ool 0,14 
5 2,1 0,11 2,0 0,12 1,9 0,11 
6 2,0 0,10 2,0 0,11 ee 0,10 


1 Prozent der Ausgangsmenge (1,13 g). 


Reihe c etwas mehr Trockensubstanz gebildet wird als in Reihe b, ist 
nicht ohne weiteres erklarlich. Vielleicht darf man mit groBer Vorsicht 
an eine Uberlegenheit einer ,,harmonisch zusammengesetzten Nahr- 
lésung denken. Andeutungen in der gleichen Richtung kann man auch 
in friiheren Ergebnissen, z. B. in Abschnitt IV D, dieser Arbeit finden. 

Da sich in allen drei Versuchsreihen wenigstens einer der Ernahrungs- 
faktoren (N oder P), welche die Fettbildung steuern, im Minimum befindet, 
zeigen die Prozentzahlen fiir Fett erwartungsgemaf kaum Unterschiede. 
Die gebildeten Fettmengen gehen den Trockensubstanzmengen parallel. 

Bei den Prozentzahlen der N- und P-Gehalte fallt wiederum die Gleich- 
formigkeit fiir alle 3 Versuchsreihen auf. Die Absolutmengen des je Kul- 
tur aufgenommenen N und P lassen sich aus den Prozentgehalten (IIT) 
und den Trockengewichten (I) leicht berechnen. Sie liegen in den Reihen 
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a, b und c am 6. Tage fiir N bei 6,16, 4,79 und 6,64 mg, fiir P bei 0,31, 
0,26 und 0,26 mg. Der K-Mangel driickt also auch hier die N- und P-Auf- 
nahme im gleichen MaBe wie die Trockensubstanzproduktion. 

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, da diese Versuchs- 
reihe mit gleichzeitigem N-, P- und K-Mangel die friiher gewonnenen 
Ergebnisse sehr gut bestitigt. Es ergeben sich keine neuen Gesichts- 
punkte. Auch hier wirken die Mangelgaben der einzelnen Nahrstoffe 
spezifisch. Eine Summation im Sinne unspezifischer Mangelwirkungen 
lieB sich nicht feststellen. 


F. Zusammenfassende Diskussion der K-Mangel-Versuche. 


Die Wirkungen des K-Mangels, die sich aus unseren in Abschnitt IV 
beschriebenen Versuchen ergaben, werden am besten durch einen Ver- 
gleich mit den Folgen von N- und P-Mangel verdeutlicht. 

Auch N- wie P-Mangel auBern sich in quantitativer Hinsicht in einer 
Verzogerung des Zuckerabbaus und in einer Verminderung der Trocken- 
substanzproduktion. Ganz besonders treten aber hier die qualitativen 
Wirkungen auf den Stoffwechsel hervor. Mangel an N oder P fiihrt zu 
einer Verminderung der Bildung N-haltiger Zellsubstanz und zu einer 
Vermehrung der Fettbildung. DaB hierbei N-Mangel eine direkte, 
P-Mangel eine indirekte Rolle spielt, braucht hier nicht nochmals an- 
gefiihrt zu werden. Die Wirkungen von N- und P-Mangel auf den Stoff- 
wechsel von Endomycopsis lassen sich jedenfalls leicht auf einen gemein- 
samen Nenner bringen. 

Im Gegensatz hierzu stehen beim K-Mangel quantitative Wirkungen 
ganz im Vordergrund. Zuckerabbau und Trockensubstanz werden in 
gleichem MaBe vermindert, als Kalium in die Rolle des begrenzenden Er- 
nihrungsfaktors riickt. Deshalb treten die K-Mangel-Folgen besonders 
deutlich in Erscheinung, wenn volle N- und P-Gaben geboten werden. 
Besonders auffallend ist in solchen Versuchen die starke Senkung des 
dkonomischen Koeffizienten (vgl. z. B. Abschnitt IV A u. B). Es ist sehr 
wahrscheinlich, das die Folgen von K-Mangel sich schon in den ersten 
Phasen der Kohlenhydratverarbeitung geltend machen, ehe noch die 
Entscheidung tiber die Weiterverwendung der Zuckerspaltprodukte zur 
Protein- oder Fettsynthese fillt. Auf diese weiteren Wege des Stoff- 
wechsels hat K-Mangel kaum einen Einflu8. Das zeigt sich in der Tat- 
sache, daB die Prozentanteile der N-haltigen Substanzen und des Fettes 
durch verschiedene K-Gaben ganz unveriindert bleiben. Die absoluten 
Mengen verandern sich parallel zur Menge der gebildeten Trockensubstanz. 

Versuche mit N- und P-, N- und K- und N-, P- und K-Mangel ergeben 
nichts grundsiitzlich Neues. Das Minimumgesetz wird in sehr klarer Weise 


wirksam. Hine unspezifische Kumulierung der Mangelwirkungen laBt sich 
nicht feststellen. 
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Auch die Versuche mit K-Mangel bestitigen also die Auffassung, daB 
bei Endomycopsis die Fettbildung von der Bildung N-haltiger Zellbau- 
steine abhangig ist. Je weniger von den letzteren gebildet werden, um so 
mehr Spaltprodukte des Zuckers kénnen zur Fettsynthese verwendet 
werden. Sowohl in direkter Weise — durch N-Mangel — wie indirekt — 
durch P-Mangel — lat sich der Stoffwechsel in dieser Richtung steuern. 


Zusammenfassung. 

1. Bei Endomycopsis vernalis wurde die Wirkung von P- und K-Mangel 
auf den Stoffwechsel, insbesondere die Fettbildung untersucht. Zur Be- 
urteilung der Mangelfolgen wurde die gebildete Trockensubstanz, der 
Fett-, N- und P-Gehalt der Pilzzellen bestimmt. 

2. P-Mangel fihrt, ahnlich wie N-Mangel, zu einer Verminderung der 
Trockensubstanzproduktion, zu verminderter EiweiB- und verstarkter 
Fettbildung. 

3. Geringer P-Mangel, der noch zu keiner Senkung der Trockensub- 
stanzbildung fiihrt, macht sich bereits in emer Hemmung der N-Assimi- 
lation und einer Zunahme der Zellverfettung bemerkbar. 

4. P- und N-Aufnahme stehen in einem engen Abhangigkeitsverhalt- 
nis. Nach Erschépfung des P-Vorrates des Nahrmediums geht die N-Auf- 
nahme nur mehr langsam weiter. Die P-Aufnahme kommt tiberhaupt 
zum Stillstand, wenn kein N in der Nahrlésung mehr verfigbar ist. 

5. Es kann geschlossen werden, daB die Wirkung von P-Mangel auf 
die Fettbildung indirekt, ttber die Hemmung der N-Assimilation, zu- 
standekommt. Auch in P-Mangelreihen ist der Fettgehalt der Zellen 
umgekehrt proportional ihrem N-Gehalt. 

6. K-Mangel auBert sich in einer verzégerten und undkonomischen 
Verarbeitung des Zuckers und in verminderter Bildung von Trocken- 
substanz, deren Zusammensetzung (Hiweif, Fett) aber unverdandert 
bleibt. : 

7. Die Ergebnisse dieser Untersuchung stiitzen die Auffassung, dab 
die verstirkte Fettbildung bei N-Mangel darauf beruht, daB bei gehemm- 
ter EiweiBsynthese eine gréfere Menge von Zuckerabbauprodukten fiir 
die Fettbildung zur Verfiigung steht. P-Mangel wirkt durch Hemmung 
der N-Assimilation in der gleichen Richtung. Bei K-Mangel wird nur die 
absolute Menge des gemeinsamen Ausgangsmaterials fur Eiweif- und 
Fettbildung verwendet; seine Verteilung auf die beiden genannten Stoff- 
wechselvorginge wird selbst durch extremen K-Mangel nicht beeinfluBt. 


Herr Professor Dr. Maxrmintan STEINER hat diese Arbeit angeregt und stets mit 
Rat und Tat gefordert. Herr Professor Dr. RoLF DANNEEL stellte mir voriibergehend 
einen Arbeitsplatz im Zoologischen Institut der Universitat Bonn zur Verfiigung. 
Die Arbeit stand im Rahmen einer von der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
unterstiitzten Forschungsaufgabe. Allen Genannten sei hiermit der verbindlichste 
Dank ausgesprochen. 
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Uber den Wirtskreis und die systematische Verwandtschaft 
von Cercospora beticola. 


Von 
N. 0. FRANDSEN. 


Mit 18 Textabbildungen. 
(Bingegangen am 3. Februar 1955.) 


Uber den Wirtskreis von Cercospora beticola Sace. liegen Ergebnisse 
oder Anschauungen vor, die sich zum Teil widersprechen. Im folgenden 
sollen die hiermit verbundenen Fragen, die sowohl praktisch, bei der 
Beurteilung der Bedeutung von Unkrautern oder anderen Kultur- 
pflanzen als Ansteckungsherde fiir Beta-Riiben, als auch theoretisch, fiir 
die Artabgrenzung des Pilzes, von Interesse sind, behandelt werden. Im 
Anschlu8 daran soll seine systematische Verwandtschaft erdrtert werden. 


A. Friihere Untersuchungen tiber den Wirtskreis. 

In den meisten Arbeiten tiber Cercospora beticola wird die Ansicht ver- 
treten, da der Pilz in der Hauptsache auf die Gattung Beta beschrankt 
sei, wenn auch einzelne andere Wirtsarten gelegentlich befallen werden 
konnten. Einzelne Verfasser sind dagegen der Auffassung, da der Er- 
reger der Blattfleckenkrankheit der Zuckerrtibe eine groBe Anzahl nicht 
verwandter Wirtspflanzen besitze. 


Als erste haben McKay u. Poot (1918) mit diesem Pilz Infektionsversuche an 
verschiedenen Wirtspflanzen angestellt. AuBer auf den verschiedenen Formen von 
Beta vulgaris erhielten sie nur Infektion (1—2 mm grofe, weife Blattflecke) auf 
Martynia louisiana Mill., einer mit den Chenopodiaceen nicht verwandten Art, die 
stellenweise in den USA als Unkraut auftritt. Sie geben an, da8 sie in Colorado in 
der Nahe von befallenen Zuckerriibenfeldern Spontanbefall von Cercospora beticola 
auf dieser Pflanze gefunden haben. Negativ verliefen ihre Infektionsversuche mit 
Chenopodium album L., Ch. quinoa Willd., Amaranthus retroflexcus L. und Lactuca 
sativa L. 

In Deutschland erzielte Scum1pT (1928) in Infektionsversuchen im Gewachshaus 
Befall mit Conidienbildung auBer auf Beta vulgaris auf den Wildarten Beta maritima, 
B. trigyna und B. procumbens, weiter auf Atriplex sp. sowie auf schlecht ernahrten 
Topfpflanzen von Urtica dioeca, Atropa belladonna und Tropaeolum majus. Die Riick- 
iibertragung von Brennessel auf Zuckerriibe verlief positiv. Seine spateren Infek- 
tionsversuche (Scum1DT, 1935), die sowohl im Haus als auch im Freien unter natiir- 
lichen Bedingungen ausgefiihrt wurden, verliefen positiv mit einer Reihe anderer 
Chenopodiaceen als die Beta-Arten, und zwar mit Chenopodium album, Ch. amaranti- 
color, Ch. ambrosioides, Ch. hybridum, Ch. quinoa, Ch. vulvaria, Atriplex hastata und 
A. hortensis f. cwpreata. Spontaner Befall wurde im Freien auf der kaukasischen 
Chenopodiacee Hablitzia tamnoides festgestellt. 
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SroizE (1931) fiihrte im Freien Infektionsversuche durch, erzielte aber nur 
positive Infektion innerhalb der Gattung Beta, dagegen an keiner der 12 iibrigen 
gepriiften Chenopodiaceen (hierunter Atriplex hortensis, Chenopodium album und 
Spinacia oleracea), noch unter den 23 Arten aus 10 weiteren Familien (u. a. Urtica 
dioeca und U.urens). Er stellte fest, daB weder Brennessel noch Gartenmelde als 
Trager der Krankheit angesehen werden konnten. 

Wahrend die bisher erwahnten Verfasser zu dem Ergebnis gekommen waren, 
daB C. beticola fast ganz oder im wesentlichen auf die Gattung Beta beschrankt ist, 
kommen spitere Verfasser wie VEsTAL und JOHNSON u. VALLEAU zu einem ganz 
abweichenden Bild von dem Wirtskreis des Pilzes. 

In Iowa gab Vestat (1933, zit. ScumrpT 1935) an, C. beticola im Freien auf 
Lactuca sativa, Malva rotundifolia, Melilotus albus und Polygonum aviculare ge- 
funden zu haben. Die Conidien ahnelten morphologisch denen von C. beticola und 
konnten in Ubertragungsversuchen typische Symptome auf Beta vulgaris hervor- 
rufen. Er impfteim Gewachshaus eine Reihe von Pflanzen mit C. beticola und erzielte 
positive Infektion auf 26 Arten (davon 16 neue Wirtsarten) aus 12 Familien, u. a. 
Malva rotundifolia, Glycine soja, Ipomoea batatas, Apium graveolens, Plantago lan- 
ceolata, P. major, Arctium lappa und Lactuca sativa. 

In Frankreich konnte Darpovux (1952) mit Erfolg Chenopodium album und 
Plantago lanceolata infizieren. Es wurden Conidien gebildet, aber die Pathogenitat 
des Pilzes war gering. 

Endlich haben JoHNSON u. VALLEAU (1949) Vorschlage zu einer radikalen Ande- 
rung der Cercospora-Systematik gemacht. Der Ausgangspunkt ihrer Untersuchung 
war die Frage, ob die durch Cercospora nicotianae Ellis et Everh. in Kentucky ver-. 
ursachte Froschaugenfleckenkrankheit des Tabaks durch Ansteckung von anderen 
Wirtspflanzen als Tabak hervorgerufen werden kann. Sie sammelten dort Cerco- 
spora-Herkiinfte aus 28 Wirtsarten, die zu 16 verschiedenen Familien gehérten und 
erreichten in ihren Infektionsversuchen mit 16 dieser Isolate auf Tabak angeb- 
lich die typischen Froschaugenfleckensymptome. C. nicotianae und 16 weitere 
Isolate von verschiedenen Wirtsarten verursachten an Roten Riiben die typi- 
schen Cercospora-Flecke. Sie kommen zu der Folgerung, daB Cercospora apii, 
C. beticola und C. nicotianae identische Arten seien, und sie vereinigen diese drei 
und 43 weitere morphologisch ahnliche Arten zu einer Art unter dem Namen C. apii 
Fresen. 


B. Eigene Untersuchungen iiber den Wirtskreis. 
1. Infektionsversuche im Gewdchshaus. 


Die eigenen Untersuchungen wurden auf der Zweigstelle Rosenhof, 
Baden, des Max-Planck-Institutes fiir Ziichtungsforschung angefangen 
und im Hauptinstitut Voldagsen, Niedersachsen, abgeschlossen. Es 
wurden Infektionsversuche mit C. beticola sowohl auf Chenopodiaceen als 
auf Nicht-Chenopodiaceen durchgefiihrt, und der Pilz wurde mit anderen 
Cercospora-Arten verglichen. 

Die Infektionsversuche wurden mit 2—3 Wochen alten Einsporkulturen auf 
Kartoffel-Dextrose-Agar (KDA) oder Hafer-Agar (HA) ausgefiihrt. Die Agar- 
kulturen wurden mittels eines elektrischen Haushaltsmixers in Wasser zerschlagen, 
durch ein Gazetuch filtriert und iiber den eingetopften Pflanzen zerstaubt. Binigel 
Kontrollpflanzen blieben unbehandelt. Die Pflanzen, die vorher immer kraftig und 


wohlentwickelt waren, wurden einige Tage bei hoher Luftfeuchtigkeit belassen und 
daraufhin frei ins Gewichshaus gestellt. Wenn das Ergebnis positiv war, wurden in 


} 
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vielen Fallen aus den befallenen Pflanzen wieder Einsporlinien hergestellt, die zur 
Sicherung ihrer Pathogenitat auf Zuckerriiben gepriift wurden. Diese Riiben 
zeigten in allen Fallen typischen Befall. Wiederholungen zu verschiedenen Zeiten 
und zum Teil mit morphologisch verschiedenen Einsporlinien brachten immer tiber- 


einstimmende Ergebnisse. 


Tabelle 1. Infektionsversuche mit Cercospora beticola und C. dubia. 


ee 


Erregerart 


Wirtsart 


C. beticola 


C. dubia 


| 
Gewiichs- 


haus 


im Freien 


Gewachs- 
haus 


Chenopodiaceae 

Atriplex hortensis L. . 

Chenopodium album L. . , 
ambrosioides L. . . . 
capitatum (L.) Aschers. 
foetidum Schrad. 


99 


9 


" quinoa Willd. . 
Beta lomatogona Fisch. et Mey. 
patellaris Moq. ... . 

» trigyna Waldst. et Kit. 
» vulgaris L. . 3 
Spinacia oleracea L. . 
Amaranthaceae 
Amaranthus caudatus L. 
retroflexus L.. 
salicifolius Veitch. 


39 


Polygonaceae 
Polygonum convolvulus L.. . 
Rumez acetosa L. 

»  patientia L. 

Urticaceae 
Urtica dioeca L. . 

> wrens L. 

Huphorbiaceae 
Mercurialis annua L.. . 

Umbelliferae 
Apium graveolens L. . 

Plantaginaceae 
Plantago major L.. 

Solanaceae 
Nicotiana tabacum L. 

Malvaceae 
Malva neglecta Wallr. 

Compositae 
Arctium minus (Hill) Bernh. 
Galinsoga parviflora Cavan. . 
Lactuca sativa L. 


+ Befall; — kein Befall; * Pilz reisoliert; ** auch spontan befallen. 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 22. 


foliosum (Moench) Asch 


ers. . 


= 


11 
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Die Infektionsergebnisse sind in Tab. 1 (S. 147) zusammengestellt. 


Alle Chenopodiaceen zeigten sich 
beiden gepriiften Ruwmex-Arten, 


Abb. 1. 


Abb. 2. 


anfallig fiir C. beticola, ebenso die 

die beiden Urtica-Arten sowie 
Plantago major und Arctium minus. 

Von diesen Arten sind Cheno- 
podium capitatum, C. foliosum und 
Spinacia oleracea, Rumex acetosa, R. 
patientia, Urtica urens und Arctium 
minus bisher nicht als anfallig fiir 
C. beticola angegeben gewesen. Auf 
vier von anderer Seite als anfallig 
angegebenen Arten, namlich Poly- 
gonum convolvulus, Malva neglecta, 
Apium graveolens und Lactuca sativa, 
gelang es trotz mehrfacher Wieder- 
holung nicht, Befall an gesunden, gut 
entwickelten Pflanzen zu _ erzielen. 
Besonders mit Sellerie wurden viele 
Infektionsversuche durchgefiihrt mit 
recht groBen Pflanzenzahlen und 
unter Anwendung teils eines Knollen- 
selleries (cv. Apfel), teils eines Bleich- 
selleries und unter Benutzung vieler 
Kinsporlinien, aber immer mit nega- 
tivem Erfolg. 


Abb. 3. 


Die Symptome der verschiedenen Wirtspflanzen (vgl. Abb. 1—8) 
variierten betrachtlich, wie folgende kurze Charakteristik zeigt: 


Chenopodium album: makig befallen mit unregelmaBigen, hell gelbbraunen 
Flecken, Ch. ambrosioides: wenig befallen, vereinzelt hellgraue, rotumrandete 
Flecke; Ch. capitatum (Abb. 1, oben): sehr starker Befall mit zahlreichen 1 mm gro- 
Ben, hellgrauen Flecken ohne dunkleren Rand; Ch. foetidum: Befall gering, nur 
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; 1 
vereinzelt 1%, 


2mm groBe, graue, dunkelbraun umrandete Flecke; Ch. foliosum 


(Abb. 2, oben): sehr stark befallen mit zahlreichen kleinen, grauen, zusammen- 
flieBenden Flecken ohne dunkleren Rand. Ch. quinosa (Abb. jae) cee can be- 
fallen, gro8e, diffuse, allmahlich gelborange werdende Blattpartien. Atriplex hortensis 
(Abb. 4, links): recht stark befallen, runde, hellgraue Flecke mit Rehacnion hell- 
braunem Randsaum. Spinacia oleracea (Abb. 8): starker Befall, sehr unrégelmiBige 
oft groBe, hellgraue, nicht umsiumte Flecke. Rumea acetosa: schwacher Befall, 


Abb. 4a. 


vereinzelt kleine, hellgraue Flecke ohne 
dunkleren Rand. R. patientia (Abb. 5, 
links): schwacher Befall, vereinzelt 
1—2 mm grofe, graugelbe Flecke mit 
roter Randzone. Urtica dioeca (Abb. 7): 
schwacher Befall, unregelmaBige, oft 
3 mm breite, dunkelgraue bis schwarz- 
liche Flecke. Urtica wrens (Abb.6): recht 
starker Befall mit zahlreichen scharf 
abgegrenzten, 14—2 mm gro8en, hell- 
gelben, braunumrandeten Flecken. Plan- 
tago major: schwach befallen, vereinzelt 
braune Flecke. Arctiwm minus: schwach 
bis maBig befallen mit zahlreichen sehr 
kleinen, hellbraunen, eckigen oder run- 
den Flecken. 


Die ConidiengréBe wurde bei 
jeder befallenen Art untersucht. 
Wiihrend die Conidienlinge in der 
gleichen Versuchsserie in der Regel 
wenig von der Wirtspflanzenart 
beeinfluBt wurde, variierte sie von 
Versuchsserie zu Versuchsserie oder 


Abb. 4b. 


Abb. 5. 


Abb. 1—5. Infektionsversuch mit Cercospora 
beticola und C. dubia, Aufnahme 20 Tage nach 
der Impfung. In jeder Abbildung links (bzw, 
oben): C. beticola; rechts (bzw. unten): C. dubia. 
Abb. 1. Chenopodium capitatum. Abb. 2. Ch. 
foliosum. Abb. 3. Ch. quinoa, Abb. 4. Atriplex 
hortensis. Abb. 5. Rumea patientia. 


Lie 
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nach Anderung der Umweltbedingungen. Zum Beispiel ergab eine Ver- 


suchsserie folgende Conidienlangen : 
@ von 25 Messungen 


Spinacia oleracea, geimpft am 3. 6. Haus, unters. am 16.6. 190,3-+ 7,4 u 
Urtica dioeca, 72 Sakis A ae » 16.6. 173,1-+ 12,1 u 
Chenopodium album, ,, apf pa Bs » 16.6. 185,1 + 12,6 u 
Plantago major, - Op elis~ Gee os » 22.6. 121,0+ 7,3 u 
Spinacia oleracea, 5 * 3.6. Rreilands 5, » 17.6. 92,0+ 4,3 u 


Ein Vergleich zwischen den oben 
angegebenen LiaingenmaBen von 
Conidien aus Spinatpflanzen, die 
nach gleichzeitiger Infektion teils 
in der Infektionskabine gestanden 
hatten, teils im Freiland unter recht 


Abb. 6. Urtica wrens, kiinstlich infiziert mit Abb. 8. Spinacia oleracea, kiinstlich infiziert 
Cercospora beticola, mit Cercospora beticola. 


trockenen Bedingungen infiziert worden waren, zeigt den starken Ein- 
flufg der Umweltbedingungen auf die Conidienlinge. Wahrend die. drei 
ersten Sporenproben, deren Mabe gut iibereinstimmen, von Pflanzen 
herrthren, die unter den gleichen Versuchsbedingungen gestanden hatten, 
stammt die vierte Probe von einer Pflanze derselben Serie, die wenige 
Tage vorher in einen Raum mit niedriger Luftfeuchtigkeit, aber mit 
entsprechender Temperatur, gebracht worden war. Der Pilz hat sofort 
mit einer Reduktion der Conidienlinge reagiert; die Conidienbreite 
wurde dagegen nicht beeinfluBt. 

Dennoch gibt es Falle, wo verwandte Pflanzenarten, die unter genau 
denselben Versuchsbedingungen gestanden haben,  signifikant ab- 
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weichende Conidienlingen aufweisen, wie der folgende Vergleich einiger 
Chenopodium-Arten zeigt : 


Chenopodium ambrosioides, geimpft am 23.6., untersucht am 9.7. 64,0 6,3 Ml 
. capitatum, A eas; ™ PONT Osk4 Sn 
és foetidum, Ms Sp geeonOs - » 9.7. 714+ 5,0u 
sa foliosum, .. SED ORs 55 » 9.7. 68,8-+ 3,84 
i quinoa, $ » 23.6. 2 »» 9. 7.136,7-+ 16,7 4 


Die auffallende Abweichung der Conidienlange bei Chenopodium 
quinoa wurde zur Sicherheit an weiteren Proben untersucht und _ be- 
statigt. Vielleicht mag in diesem Fall ein Zusammenhang zwischen 

Conidienlange und Befallsbild bestehen. Die vier ersten Chenopodium- 
_ Arten reagierten mit deutlich abgegrenzten, kleinen Flecken; dagegen 
zeigte die schwach befallene Ch. quinoa nur grofe, diffuse, langsam gelb- 
orange werdende Blattpartien. 


2. Infektionsversuche im Freiland. 
Einige der im Gewachshaus untersuchten Arten wurden auch in In- 
fektionsversuchen im Freiland gepriift, um zu sehen, wie weit C’. beticola 
sich auch unter diesen natitirlichen Bedingungen pathogen zeigen wiirde. 


Abb. 9. Plantago major, im Freiland mit Abb. 10. Urtica wrens, infiziert mit Cercospora 
Cercospora beticola kiimstlich infiziert. beticola als Unkraut in einer kiinstlich 
infizierten Rtibenparzelle. 

Wie Tab. 1 zeigt, herrscht in 9 Fallen (auBerhalb der Gattung Beta) 
Ubereinstimmung zwischen positiven Infektionserfolgen im Gewachs- 
haus und im Freien. Alle gepriiften Chenopodiaceen waren sowohl im 
Gewichshaus als auch im Freiland anfallig. Negativer Infektionserfolg 
im Freiland nach positivem Ergebnis im Gewiichshaus zeigte sich nur 
in 3 Fallen: bei Rumex acetosa, R. patentia und Urtica dioeca, die alle im 
Haus nur schwach befallen waren. Die Symptome bei Freilandbefall 
(Abb. 9) stimmten bei jeder Art genau mit den im Gewichshaus ent- 
wickelten Befallsbildern tiberein. 

Da die Kontrollbedingungen unter Freilandverhiltnissen eine Fremd- 
infektion von anderen, morphologisch ahnlichen Cercospora-Arten nicht 
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mit Sicherheit ausschlieBen, wurden in den allermeisten Fallen Re- 
isolierungen durchgefiihrt, die wiederum auf Pathogenitat gegentiber 
Zuckerriibe und auf kulturelle Charakteristika, z. B. Pigmentbildung 
auf Hafer-Agar, nachgepriift wurden. In einem Versuch mit Zucker- 
riibensorten, die mittels Riickenspritzen mit Mycelsuspensionen infiziert 
worden waren, wurde auch die Kleine Brennessel, Urtica wrens, die als 
Unkraut in einer Parzelle auftrat, befallen und zeigte die typischen 
Symptome (Abb. 10). 


3. Natiirliche Ubertragung des Pilzes von Unkraut auf 
Beta-Riiben. 


Um die Méglichkeit einer natiirlichen Ubertragung des Pilzes von 
befallenen Unkrautern auf Riiben zu priifen, wurden ein paar Tépfe 
mit Urtica urens, die vorher im Gewichshaus infiziert worden waren, 
in einem Beet mit Roten Riiben zwischen den Reihen eingegraben ohne 
direkten Kontakt mit den Riibenpflanzen. 3—4 Wochen spater, nach 
einer vorwiegend trockenen Witterung mit ein paar Regenschauern, war 
deutlich zu sehen, daB die Riibenblatter, die sich nahe an den Brennesseln 
befanden, sehr zahlreiche Cercospora-Flecke bildeten. Mit der Entfernung 
nahm der Befall stark ab, so da in 1—114 m Abstand kaum Flecke zu 
finden waren. Zu der Zeit war in anderen Riibenschlagen in unmittel- 
barer Nahe noch kein spontaner Cercospora-Befall aufgetreten. Die 
Chancen dafiir, daB die Cercospora-Ansteckung von anderen Quellen als 
den ausgepflanzten Unkrautpflanzen herrihrt, miissen, in Anbetracht 
des deutlichen Herdcharakters des Befalls und der Abwesenheit der 
Krankheit in der nahen Umgebung, als auBerst gering beurteilt werden, 
und somit ist die Méglichkeit einer spontanen Ubertragung der Krank- 
heit von Unkrautern auf Riiben mit ziemlicher Sicherheit erwiesen. 


4. Spontanbefall im Freiland und Pathogenitét 
verschiedener Arten. 


a) Cercospora beticola. 


Als Wirtsarten fiir Cercospora beticola unter den Beta-Wildarten wurden von 
Scumipr (1928) nach kiinstlichen Infektionsversuchen B. maritima L. (= B. vul- 
garis L. ssp. maritima (L.) Thell.), B. patellaris Mog. und B. procumbens Chr. 
Smith angegeben. Fir die letztgenannte Art, B. procumbens, gibt Srmewart 
(1951) indessen an, dafs sie zusammen mit anderen Arten der Sektion Procum- 
bentes immun fiir C, beticola sei. Auch Coons (1953a) erwaihnt sowohl B. pro- 
cumbens als auch B, patellaris und B. webbiana Mogq. als immun fiir C. beticola. 
SAVULESCU u. SANDU-VILLE (1935) geben aus Ruminien spontanen Befall von C. 
beticola auf B. trigyna Waldst. et Kit. an. 


Wir fanden spontanen Befall mit typischen Augenflecken auf im Frei- 
land aufgewachsenen Exemplaren von Beta patellaris, B.lomatogona 
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Fisch. et Mey. (Abb. 11) und Beta trigyna. Aus allen drei Wirtsarten 
wurden mehrere Hinsporlinien isoliert und niiher untersucht. Sie vari- 


ierten alle innerhalb des normalen Variations- 
bereiches dieser Art. B. patellaris und B. loma- 
togona werden somit zum ersten Male als spon- 
tan befallen angegeben. Da die erstgenannte 
Art zur Sektion Procumbentes gehort, trifft die 
Behauptung tiber die hohe Resistenz (,,immu- 
nity‘) der ganzen Sektion nicht zu. Die beiden 
anderen hierzu gehorenden Arten, B. procumbens 
und B. webbiana, standen uns nicht zur Ver- 
fiigung. In der Literatur wird auch B. chilien- 
sis L. als Wirtsart fiir C. beticola auf Java an- 
gegeben (RErTsMA u. SLoor, 1950). B. chiliensis 
wird jetzt als Form von B. vulgaris aufgefaBt. 

Von den Unkrautern in Cercospora-befallenen 
Riibenfeldern wurde nur Weiber GansefuB, 
Chenopodium album L., etwas eingehender unter- 
sucht. Trotz unmittelbarer Nahe von stark be- 
fallenen Riibenblattern waren die allermeisten 
untersuchten GiansefuBpflanzen frei von Cerco- 


Abb. 11. Beta lomatogona. 
Spontanbefall von Cercospora 
beticola im Freiland. 


spora. Nur an drei der eingesammelten Pflanzen wurden Blattflecke 
gefunden, die sich als Befall von zwei verschiedenen Cercospora-Arten 
herausstellten (Abb. 12). Die eine Pflanze lieferte Cercospora-Conidien, 


die in ihren Maen ganz innerhalb 
der Variationsbreite von C. beticola 
fielen. Sie waren 43—109 yw, im Durch- 
schnitt 76,8 + 1,7 u lang, 3,5 bis 
4,5 4 breit und mehrfach septiert. 
Einsporkulturen von diesen Conidien 
fielen ganz innerhalb des normalen 
Variationsbereiches der C’. beticola- 
Kulturen aus Zuckerriibenpflanzen, 
und auch hinsichtlich Grinfarbung 
von Hafer-Agar und Grad der Gela- 
tineverfliissigung und anderer phy- 


j i ‘ ; Abb. 12. Chenopodium album. Spontanbefall 
siologischer Merkmale verhielten sie von Cercospora-Arten im Freiland. 


sich genau wie andere C. beticola- Links: Cercospora beticola; rechts: C. dubia. 


Kulturen. In wiederholten Infek- 


tionsversuchen mit Zuckerriiben wurden mit den Chenopodiwm-Isolaten 
die typischen Cercospora-Blattflecke mit normalen Conidien hervor- 
gerufen. Es mu8 hiernach als erwiesen gelten, dab C. beticola spontan in 


der Natur Chenopodium album befallt. 
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b) Cercospora dubia. 


Die an den beiden anderen Exemplaren von Weiber GansefuB ge- 
fundene Cercospora-Form stellte sich als identisch mit C. dubia (Riess) 
Winter heraus. Die Conidien wichen stark von C. beticola-Conidien ab. 
Sie maBen 39—54 x 7,5—9, im Durchschnitt von 25 Messungen: 
44,7 + 1,0 lang, 8,0 breit, am haufigsten mit drei Septa. Die von 
Lrypav (1910) angefiihrten Conidienmafe fiir C. dubia: 50—70 x 7,5 
bis 9 ~ und 3—5 Septa, stimmen hiermit gut ttberein. Die Blattflecke 
unterschieden sich nur wenig von den durch C. beticola verursachten 
Flecken (Abb. 12). Sie waren von wechselnder Gréfe und Form, oft un- 
regelmaBig hellgrau bis gelb ohne dunkleren Rand. 
Von jeder der befallenen Pflanzen wurden drei Ein- 
sporlinien hergestellt. Alle 6 Kulturen stimmten im 
Koloniebild genau iiberein und wichen hinsichtlich 
Koloniecharakter, Wachstumsgeschwindigkeit, Pig- 
mentbildung und proteolytischer Fihigkeit auf 
charakteristische Weise von C. beticola ab. 


In einem Infektionsversuch mit Mycelsuspen- 
sionen von diesen Isolaten zeigte C. dubia sich 
pathogen fiir Chenopodium album, Ch. foliosum und 
Atriplex hortensis. An den geimpften Pflanzen von 

Ch. ambrosioides, Ch. capitatum und Ch. quinoa samt 
Pe ooian mospora di Beta vulgaris konnte jedoch kein Befall festgestellt 
(links) und im Dunkelfeld werden. Ebenfalls wurde keine Infektion an den 
eee). Reiofation nach wenigen gepriiften Arten auBerhalb der Chenopodi- 

Atriplex hortensis. aceen erzielt. Der Versuch wurde nicht wiederholt. 

ae LIENEMAN (1929) fiihrt aber Ch. capitatum als 
Wirtspflanze fiir C. dubia auf. Die Symptome auf Atriplea hortensis, 
die am starksten befallen wurde, unterscheiden sich charakteristisch von 
den durch C. beticola verursachten Symptomen (vgl. Abb. 4, rechts). 
Die C. dubia-Flecke waren wie die C. beticola-Flecke hellgrau-gelb, aber 
ein wenig groBer, und im Gegensatz zu den letzteren waren sie nicht durch 
einen schmalen hellbraunen Saum abgegrenzt. Die Ausbildung dieser 
dunklen Randzone muB demnach auf Atriplex hortensis durch eine spe- 
zifische Pilz-Wirt-Wechselwirkung entstanden sein, wobei die beiden 
verwandten Pilzarten verschieden reagieren. Die aus den infizierten 
Pflanzen reisolierten Conidien zeigten die fiir C. dubia charakteristischen 
Dimensionen (Abb. 13). 


c) Cercospora mercurialis. 
Bei den Untersuchungen von Unkrautern in Riibenfeldern auf Cerco- 
spora-Befall wurde auf Mercurialis annua L. starker Befall durch eine Cerco- 
spora-Art gefunden (Abb. 14), die sich als identisch mit C. mercurialis 
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Pass. erwies. Die Conidien maen 33—107 x 4,2—5,5 uw und hatten 
3—l1 Septa (Abb. 15), im Durchschnitt waren sie 73,3 x 5,4 u lang, 
5,1 4 breit und 5—6septiert. Linpav (1910) gibt die Mabe dieser Art 


mit 55—85 x 4—6 4 und 2 bis 
7 Septa an. 

SaccaRpo (zit. Lrinpav) hat von 
dieser Art eine Varietait mit kiirzeren 
Conidien, C. mercurialis Pass. var. 
fructicola Sacc., aufgestellt, die er an 
Friichten vom Bingelkraut gefun- 
den hatte. Die angefiihrten Daten 
berechtigen aber nicht zur Aufstel- 
lung einer solchen Varietaét. Savu- 
-LESCU u. SANDU-VILLE (1935) haben 
eine weitere Varietat, C. mercurialis 
‘var. multiseptata aufgestellt; die 
naheren Daten sind uns unbekannt. 
Mit Einsporlinien von C. mercurialis 
wurden wiederholt Infektionsver- 
suche an Zuckerriiben angestellt, 
die immer negativ verliefen, ebenso 
wie die vorher erwahnten Versuche 
(Tab. 1), Mercurialis annua mit C. 
beticola zu infizieren. 


d) Ramularia beticola. 


Bei unseren Untersuchungen von 
Zuckerriiben wurde nur ein einziges 
Mal Ramularia beticola Fautr. et 
Lamb. (Synon.: £&. betae Rostr.), 
angetroffen. Da die von dieser Art 
hervorgerufenen Symptome denen 
von C. beticola sehr ahneln, soll die 
Morphologie des Pilzes kurz ange- 
geben werden an Hand von Unter- 
suchungen von Blattmaterial, das 
uns aus Cork, Irland, zugeschickt 
wurde. 


Abb. 14. Mercurialis annua. Befall von 
Cercospora mercurialis. 


Abb. 15. Cereospora mercurialis. Conidien. 
900 mal vergr. 


Die Conidiophoren sind bla rauchfarben ; an der Basis geht ihre Farbe 
allmihlich in das Braun der Sporodochien tiber. Die Form ist weniger 
knorrig als bei O. beticola (Abb. 16). Die hyalinen Conidientrager und die 


1 Ich danke Herrn Saatzuchtleiter B. CRomBrzE, Comlucht Siuicre Hireann, 
Mallow Co. Cork, Irland, fiir die freundliche Zusendung von Blattmaterial. 
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verzweigten Conidienketten bewirken, daB die Pilzrasen von R. beticola- 
Flecken oft reiner weiB erscheinen als die gelblichweiBen oder grauweib 
getonten C’ beticola-Flecke. vad 
Die hyalinen, teils ovalen, teils langovalen oder zylindrischen Conidien 
variieren stark in Form. Sie werden in ziemlich langen Ketten gebildet, 


Abb. 17. Ramularia beticola. Conidien mit 
1200 mal vergr. Kettenverzweigung. 1050mal vergr. 


die oft verzweigt sind (Abb. 17). Die Auszahlung einer gré8eren Anzahl 
Conidien ergab folgende Verteilung: 

Terminale einzellige Conidien: 302 = 20,4%, alle mit 1 Narbe 

davon mit 1 Narbe 7= 0,48% 


Terminale zweizellige Conidien: SI 0%, 2Narben 1 = 0,07% 
99 ” ”? 51 = 57,3% 
Intercalare einzellige Conidien: 894 = 60,2% oo ee oe 


+ 1= 0,079% 
5, 223 = 15,0% 
51 = 3,4% 
. 3. =); 0;29% 
a 1= 007% 
1= 0,07% 
re = 0,07% 
Kin Fiinftel der Conidien sind Terminalconidien. Demnach muB die 
durchschnittliche Kettenlange aus 5 Gliedern bestehen. Es wurden nicht 
selten Ketten mit 7—8 Konidien beobachtet. Die groBe Anzahl inter- 
calarer Conidien mit mehr als zwei Narben zeigt, daB die Verzweigung 
sehr haufig ist. Die Verzweigung kann sehr unregelmiBig sein. Falle, in 
welchen die Basalhiilfte einer Conidie neue Conidien durch Sprossung 
gebildet haben, sind nicht ungewéhnlich. Die Septierung nimmt in der 
Kette in acropetaler Richtung ab. Dies geht daraus hervor, da unter 
den intercalaren Conidien, die eine Verzweigung tragen, die zweizelligen 
relativ stirker vertreten sind als die einzelligen und die dreizelligen 
entsprechend relativ stérker als die zweizelligen vorhanden sind, und 


Intercalare zweizellige Conidien: 277 = 18,7% 
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weiterhin daraus, da unter den terminalen Conidien nur 2,6%, unter 
den intercalaren dagegen 23,9°%, septiert sind. Die Narben sitzen nicht 
selten an sterigmenihnlich ausgezogenen Vorspriingen. 


Die Dimensionen (@ von je 100 Messungen) der Conidien sind: 
Terminale einzellige Conidien: 6,5—21,1 x 3,2—5,9 w 
S:14,1 + 0,32 u x 4,4 + 0,07 w 
Intercalare einzellige Conidien: 8,1—25,4 x 2,2—7,0 u 
@:22,1 + 0,35 w x 4,9 + 0,08 wu 
Intercalare mehrzellige Conidien: 11,9—31,3 x 3,2—5,9 u 
G:22,1 + 0,35 uw x 4,6 + 0,08 pu 
Die Variation der ConidienmaBe tiberbriickt den scheinbaren Unter- 
schied zwischen den in den Diagnosen angegebenen Maen der beiden 
identischen Arten Ramularia beticola Fautr. et Lamb. und R. betae Rostr. 
Das Verbreitungsgebiet von R. beticola liegt wesentlich noérdlicher als 
das von C. beticola. In Europa ist R. beticola sehr haufig in den skandi- 
navischen Landern und in Irland, wo C. beticola entsprechend zuriick- 
tritt. In den Vereinigten Staaten ist der Pilz wesentlich beschrankt auf 
die kithleren Gegenden in Oregon, Washington und Nordkalifornien. 


: 
Es wird angegeben (Coons, 1953b), daB Zuckerriibensorten, die gegen die 


Cercospora-Blattfleckenkrankheit resistent sind, gleichzeitig auch gegen Ramularia 
widerstandsfahig sind. Es ware interessant, in einem Feldversuch mit kiinstlicher 
Infektion die beiden Pilze auf einer Sortenreihe mit steigender Cercospora-Resistenz 
zu vergleichen, um diesen Hinweis nachzupriifen. Wenn die Resistenz gegen beide 
Erreger parallel laufen wiirde, wiirde das die Vermutung unterstiitzen, daB gegen- 
wartig keine biologische Spezialisierung im engeren Sinne von C. beticola gegeniiber 
Zuckerriibensorten existiert; denn die Wahrscheinlichkeit, daB man unter mehreren 
Erregerrassen dieses Pilzes gerade eine solche benutzen sollte, die gegentiber einer 
Resistenzabstufung auf seiten des Wirtes genau wie eine ganz andere Erregerart 
reagieren kénnte, muB als gering betrachtet werden. 


e) Cercospora apir. 

Da das Suchen nach Cercospora apii an Sellerieblittern im Sommer 
1953 ohne Erfolg blieb, wurde C. beticola mit einer vom Centraalbureau 
voor Schimmelcultures, Baarn, empfangenen Kultur von C. api ver- 
glichen, die von Coons isoliert worden war. Mit Mycelsuspensionen dieser 
Kultur wurden zahlreiche Infektionsversuche auf Beta vulgaris cv. Klein- 
wanzleben E und auf Apium graveolens ev. Apfel und mit einer Bleich- 
selleriesorte durchgefiihrt. Obwohl C. beticola in parallel laufenden Ver- 
suchen immer reichlichen Befall an Zuckerriiben hervorrief, blieben alle 
Infektionsversuche mit dieser Kultur vor C. apii sowohl auf Riiben als 
auf der eigenen Wirtsart erfolglos. Gewisse Herkiinfte von Sellerie be- 
sitzen Resistenz gegen CO. apii. In den USA, wo der Pilz in vielen Staaten 
eine groBere Rolle als in Deutschland spielt, hat man resistente Kreu- 
zungseltern aus Europa geholt (MUNGER u. NEWHALL, 1953) und damit 
resistente Zuchtstamme entwickeln kénnen (STEVENSON u. JONES, 1958). 
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Dennoch vermuten wir, daB die obigen negativen Infektionsergebnisse | 
eher auf Virulenzverlust des Pilzes durch langjahrige Kultur als auf! 
Resistenz auf seiten des Wirtes zuriickzufiihren sind. 


5. Vergleich von Kulturen verschiedener Cercospora-Arten. 


Das oben erwihnte Isolat von C. apii wurde in Kulturversuchen ein- 
gehender mit vielen Einsporlinien von C. beticola verglichen; fiir denVer- 
gleich wurden noch drei Linien von C’. mercurialis und sechs von C. dubia) 
hinzugezogen (vgl. FRANDSEN, 1955). Die verschiedenen frischen Ein- 
spor-Isolate der drei letzteren Arten zeigten trotz gewisser individueller 
Variationen immer eine ganz deutliche Artgruppierung ihrer Kulturen 
auf den verschiedenen Nahrbéden, ein Verhalten, daB auch die im Laufe 
der Zeit entstandenen Mycelsaltanten zeigten. 

C. mercurialis zeichnete sich auf KDA und HA durch langsameres 
Wachstum als C. beticola aus. Sie bildete ein sparliches, dicht anliegendes, 
dunkelgraues Luftmycel und ein stark stromatisches, schwarzes Substrat- 
mycel. Gelegentlich kamen Sektoren von weiBen Saltanten vor. Eine 
Riicksaltation von weifem Mycel zu dem urspriinglichen schwarzen 
Myceltyp wurde einmal beobachtet. 

Die Linien von C. dubia bildeten auf KDA und HA hellgraue Kolo- 
nien mit etwas reichlicherem grauem Luftmycel. Sie wuchsen im Ver- 
gleich mit C. beticola sehr langsam. Es entstanden gelegentlich Saltanten 
mit weiBrosa Luftmycel. 

Das Isolat von C. apii wuchs auf den meisten Substraten mit weik- 
grauem, sparlichem Luftmycel und dunkelgrauem Substratmycel. Der 
anfangs helle Revers wurde zuletzt geschwirzt. Die Trockensubstanz- 
bildung auf fliissigem Nahrboden (Kartoffel-Dextrose-Extrakt) lag im 
ganzen gepriiften Temperaturbereich (5—38° C) bedeutend unterhalb 
der Trockensubstanzproduktion sowohl von frisch isolierten als auch 
alteren Kulturvarianten von C. beticola, und das Optimum um 23—25° @ 
war ausgepragter. Bei hohen Temperaturen wurde das Wachstum eher 
zum Stillstand gebracht als bei den C. beticola-Linien. 

Die vier Arten unterschieden sich deutlich in ihrem Vermégen, Farb- 
stoffe zu bilden. C.apii und C. dubia bildeten weder das rote noch das gelbe 
Pigment, die fiir C’. beticola charakteristisch sind. C. mercurialis vermochte 
ebenfalls kein rotes Pigment zu bilden, dagegen wurde auf HA eine ganz 
schwache Bildung von gelbem Pigment (Substratfarbe griinlich) gefunden. 

Die protolytische Fahigkeit der vier Arten wurde auf Kartoffel-Dex- 
trose-Gelatine verglichen. Wiahrend C. mercurialis die Gelatine kaum 
und C. dubia nur ganz schwach verfliissigte, bewirkte C. api eine deut- 
liche Verfliissigung unter Bildung von briiunlichem Pigment. Die Reak- 
tion war jedoch wesentlich geringer als die starke Verfliissigung durch 
alle 13 gepriiften Isolate von C. beticola. 
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Da verwandte Pilzarten, die nebeneinander auf Kulturplatten wachsen, 
an der Bertthrungsflache ihrer Kolonien oft deutlich anders reagieren als 
gegenitber arteigenen Staémmen, wurden mehrere Versuche angestellt, 
im welchen C. api in wechselnder Anordnung zwischen verschiedenen 
Isolaten von C. beticola auf KDA in Petrischalen geimpft wurde. Es 
wurde beobachtet, daB C. beticola in der Nahe des Kolonierandes von 
C. apit etwas z6gernder weiterwuchs, als es im Bereich einer im gleichem 


Abb. 18. Gegenseitige Wachstumsbeeinflussung zwischen Cercospora beticola und C. apii auf KDA. 
Die Hinweise bedeuten: a: C. apii; b: C. beticola Stamm Trigyna a; c: C. beticola Stamm Regens- 
burg a; d: C. beticola Stamm Lomatogona a. 


Abstand geimpften Kolonie von demselben oder einem artzugehérigen 
Stamm der Fall war. Die Hemmung war nicht stark, aber sie wurde 
wiederholt deutlich beobachtet (Abb. 18). 


C. Die Artabgrenzung von Cercospora beticola. 


Aus dem oben besprochenen Vergleich zwischen dem durch langere 
Kultur geschwachten Isolat von C. api und frischen sowie alteren Kul- 
turen von C. beticola kann man zwar nur mit einem gewissen Vorbehalt 
Schliisse ziehen. Man gewinnt jedoch bei eingehender Beschaftigung mit 
den Kulturen durchaus den Eindruck, da8 sie artverschieden sind. Die 
negativen Ergebnisse von Infektionsversuchen mit C. beticola auf Sellerie, 
die allerdings in Widerstreit mit den positiven Befunden von VEsTaL 
stehen, zeigen in dieselbe Richtung. 

Der in Baden ausgedehnte Anbau von Tabak und Riiben in schmalen 
Feldstreifen unmittelbar nebeneinander bot bei dem im Sommer 1953 
seuchenhaft auftretenden Cercospora-Befall der Ripenschlage eine aus- 
gezeichnete Méglichkeit, die von JoHNSON u. VALLEAU postulierte Art- 
identitat von C. beticola und C. nicotianae zu tiberprifen. In mehreren 
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Feldern wurden die Tabakpflanzen, die unmittelbar an stark von Cerco- 
spora befallenen Riibenschlagen grenzten, eingehend auf einen Cerco- 
spora-Befall hin durchmustert; alle verdichtigen Blattflecke wurden 
mikroskopisch untersucht. Es wurde jedoch in keinem Fall Cercospora 
festgestellt. Es ist kaum anzunehmen, da®B die in Baden angebauten. 
Tabaksorten im Gegensatz zu nordamerikanischen Sorten ganz immun 
gegen C. nicotianae sein sollten. Da weiterhin die Ansteckungsméglich- 
keit und die Wetterbedingungen in diesem Fall auBerordentlich ginstig 
waren, ist damit ziemlich wahrscheinlich gemacht, daB die Cercospora- 
Blattfleckenkrankheit der Zuckerriibe und die Froschaugenfleckenkrank- 
heit des Tabaks nicht durch den gleichen nichtspezialisierten Pilz ver- 
ursacht werden. Die negativen Ergebnisse unserer Infektionsversuche 
mit ©. beticola auf Tabak weisen ebenfalls in diese Richtung. 

Analoge Schliisse kann man aus dem fehlenden Auftreten von Cerco- 
spora an Sellerie in dem Befallsgebiet fiir C. beticola in Baden 1953 ziehen. 

Wahrend die Typenlokalitét von C. apii wahrscheinlich in Siidwest- 
deutschland liegt, scheint C. nicotianae tiberhaupt nie in Deutschland 
gefunden worden zu sein. Dr. BOnrNG, der sich eingehend mit Krank- 
heiten des Tabaks in Deutschland beschaftigt hat, hat sie hier nie be- 
obachtet (briefliche Mitteilung). Die Art ist in Amerika nur von Be- 
deutung in den humiden Gegenden mit fast tropischem Klima (Dick- 
son, 1947). 

Um die Hypothese einer Artidentitaét von C. apii, C. beticola und OC, 
nicotianae aufrecht zu halten, mite man eine ganz scharfe biologische 
Spezialisierung an Wirtsfamilien annehmen. Uber die physiologische 
Spezialisierung von Cercospora-Arten ist wenig bekannt. Fiir C. beticola 
wurde eine physiologische Spezialisierung an bestimmten Beta-Arten oder 
-Sorten bisher nicht gefunden. Innerhalb der Gattung Cercospora ist eine 
ausgepragte biotypische Spezialisierung nur nachgewiesen fiir C. oryzae 
Miyake an Reis (RykxR, 1943). An einem 6 Sorten umfassenden Test- 
sortiment wurden 6 Rassen unterschieden (Dickson, 1947). Jede Test- 
sorte war nur anfallig fiir 1—2 Rassen. Spiter sind weitere 4 Rassen 
hinzugekommen (RYKER u. Cowart, 1948). Fiir die mit Cercospora ver: 
wandte Cercosporella herpotrichoides Fron., den Erreger der Augenflecken- 
krankheit des Getreides, werden Beobachtungen angegeben, die auf eine 
gewisse Spezialisierung auf Wirtspflanzengattungen hinweisen (Oort, 
1936). 

Die Berechtigung einer Zusammenlegung morphologisch ahnlicher 
Pilzarten zu einer Art unter Annahme einer recht scharfen biologischen 
Spezialisierung nach Wirtsfamilie oder -gattung ist in der mykologischen 
Systematik ein viel diskutiertes Problem. In der Systematik von Cerco- 
spora herrschte wie allgemein bei parasitischen Pilzen lange die Tendenz, 
eine allerdings experimentell nicht gepriifte Gliederung anzunehmen in 
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Arten, die auf bestimmte Wirtsgattungen oder -familien beschrankt 
waren. Gegen diese Betrachtungsweise setzte eine Reaktion ein, als man 
anfing, kiimstliche Infektionsversuche anzustellen, und dabei oft an Wirts- . 
arten Befall erzielte, die dem urspriinglich vermuteten Wirtskreis des 
betreffenden. Pilzes ferner standen. Fiir Cercospora hat z. B. WELLES 
(1924) dem Wert der taxonomisch benutzten Charaktere eine kritische 
Untersuchung gewidmet an Hand von kiinstlichen Infektionsversuchen 
mit einem Cercospora-Isolat aus Phaseolus lunatus, in welchen 13 Arten 
aus 12 Gattungen von 5 Familien Befall zeigten. WELLEs stellte eine sehr 
groBe Variation in Conidienmorphologie an verschiedenen Wirten fest 
und kam zu dem SchluB, daB man fiir taxonomische Arbeit die Conidien- 
morphologie schlecht verwenden konne und daB man das Hauptgewicht 
auf kulturelle und pathologische Unterschiede legen miisse. 

GewiB sind Pathogenitatsunterschiede ein wichtiges taxonomisches 
Kriterium; jedoch mu man positive Ergebnisse von kiinstlichen In- 
fektionsversuchen, die oft unter abnorm scharfen Umweltbedingungen 
stattfinden, immer mit einer gewissen Vorsicht auswerten. Wenn in 
unseren Infektionsversuchen die beiden Brennesseln, der Grobe Wegerich 
und die Kleine Klette ebenfalls befallen wurden, geniigt diese Feststellung 
nicht, um sie zu dem natiirlichen Wirtskreis von C. beticola zu 
rechnen. In der Natur spielen die feineren Unterschiede, die in dem 
kiinstlichen Infektionsversuch nicht zur Geltung kommen, fiir das Zu- 
sstandekommen eines Befalles eine sehr wichtige Rolle. Selbst der WeiBe 
GansefuB, der zweifelsohne zum Wirtskreis von C. beticola gehort (trotz 
der gegenteiligen Feststellung von Sronze), wurde bei der vorher er- 
wahnten Untersuchung von Unkriutern von stark verseuchten Riiben- 
feldern nur einmal befallen gefunden. Er spielt fiir die Erhaltung und 
Verbreitung des Pilzes unter mitteleuropiischen Verhiltnissen sicher 
kaum eine Rolle. 

Es wire sicherlich unberechtigt, nur auf Grund der positiven Infek- 
tionsversuche mit C. beticola auf Plantago major und Arctium minor und 
auf Grund der nicht wesentlich verschiedenen Conidienmafe einfach zu 
schlieBen, da® die auf Wegerich gefundenen C. plantaginis Sacc. (und 
C. plantaginella Tehon) und die auf Klette gefundene C. arctii Stevens 
beide mit C. beticola identisch seien. 

Analog hiermit scheint uns auch McKay u. Poors Angabe von Mar- 
tynia louisiana als natiirlicher Wirtspflanze fir C. beticola etwas zweifel- 
haft trotz ihrer positiven Infektionsergebnisse mit C. beticola aus Riiben. 
Die Wirtspflanze gehért den Pedaliaceae (M artyniaceae) aus der Ordnung 
der Personales an, ist also den Chenopodiaceen nicht verwandt. Die nord- 
amerikanische Cercospora auf Martynia louisianakénnte ebensogut mit der 
in Italien und Argentinien 1880 auf Martynia lutea gefundenen C. decolor 
Pass. identisch sein, die recht ahnliche Conidien wie C. beticola haben soll. 
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Ahnliche Einwinde kann man gegen VESTALS sowie JOHNSON u. VAL- | 
LEAvs aus Infektionsversuchen mit verschiedenen Cercospora-Isolaten | 
gezogenen Folgerungen richten. Bei dem von VESTAL vermuteten spon- | 
tanen Befall von C. beticola auf Polygonum convolvulus, Malva rotundi-. 
folia, Melilotus albus und Lactuca sativa mu man die Méglichkeit in Er-. 
wigung ziehen, daB es sich um Befall der Arten C. polygonacea Ellis et. 
Everh. bzw. C. malvarum Sacc., C. davisii Ellis et Everh. und C. longis- | 
sima Cugini ex Sacc. oder ahnliche Arten gehandelt haben konnte. 

Wir kénnen uns der Auffassung von JoHNSON u. VALLEAU, dab CL 
beticola, C: nicotianae und C. apii identisch und daher unter dem altesten: 
legalen Namen C. apii zu bezeichnen seien, nicht anschlieBen, sondern 
miissen nach den bisher vorliegenden Daten C. beticola als eine im wesent- 
lichen nur auf Chenopodiaceen, vor allem auf die Gattung Beta be- 
schrankte Art betrachten. 

Von den 42 iibrigen Arten, die JoHNSON u. VALLEAU zu C. apii stellen 
méchten, weichen mehrere nicht nur durch den Typenwirt, sondern auch 
durch die vorliegenden morphologischen Daten so deutlich von C. apt 
ab, daB eine Identitaét nicht wahrscheinlich ist. Ein paar Beispiele werden 
das zeigen: C’. bloxami Berk. et Br. auf Cruciferen und C. canescens Ellis 
et Martin. auf Phaseolus vulgaris weichen durch dickere Conidien ab; 
C. columnaris Ellis et Everh. auf Phaseolus vulgaris ist stark abweichend 
und wird jetzt nicht als echte Cercospora-Art angesehen, sondern fiir 
identisch mit Jsariopsis griseola Sacec. gehalten, die als Parasit auf 
Bohnenblattern auftritt; C. lwpini Cooke weicht durch verzweigte Coni- 
diophoren ab; C. arctii Stevens und C. rubi Sacc. sind durch ihr extra- 
matrikales Mycel abweichend; C. zebrina Pass. auf T'rifolium und Medi- 
cago weicht durch blassere, gleichmaBig gefiirbte Conidiophoren ab. 

In Anbetracht der starken Anfalligkeit verschiedener Chenopodiaceen 
fiir C. beticola in Infektionsversuchen verdienen einige weitere von dieser 
Wirtsfamilie beschriebene Pilze mit recht ahnlichen Conidiendimensionen 
hingegen eine nihere Priifung auf ihre eventuelle Identitat mit C. beti- 
cola, z. B. C’. chenopodiicola Bresad. und C. anthelminthica Atk. und viel- 
leicht auch die Arten C. flagelliformis Ellis et Halst. und C. spinaciae 
Oudem. auf Spinat. C. chenopodiicola Bresad. wurde 1900 auf Chenopo- 
dium polypermum L. in Sachsen gefunden. Die MaBe der mehrfach sep- 
tierten Conidien werden mit 56—96 x 2—3 u angegeben, und nach der 
Beschreibung weichen die Conidiophoren nicht wesentlich von denen von 
C’, beticola ab. Als Wirtspflanze wird spiiter auch Chenopodium urbicum L. 
angegeben. C. anthelminthica Atk. wurde 1891 von Chenopodium am- 
brosioides var. anthelminthicum (Ch. anthelminthicum L.) in Alabama be- 
schrieben. Die Conidien waren 25—100 x 4—4,5 mit 4—10 Septa, 
und die Conidiophoren weichen in der Beschreibung ebenfalls nicht 
charakteristisch von C. beticola ab. Die hellen Flecke waren 1—3 mm 
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groB und von einem dunklen Rand umgeben, also den Symptomen ent- 
sprechend, die C. beticola in unseren Versuchen an Chenopodium am- 
brosioides hervorrief. 

_ Wie der von uns durchgefiihrte Vergleich bestitigt, ist dagegen (. 
dubia (Riess) Winter eine von (. beticola stark abweichende Art. Sie 
wurde 1854 von Rixss als Ramularia dubia beschrieben. Der Artname 
driickt offensichtlich den Zweifel des Autors aus, ob die angegebene 
Gattungszugehorigkeit richtig sei. Der Typenwirt ist Atriplex patula, 
gesammelt bei Kassel. WINTER hat 1883 diese Art in die inzwischen er- 
richtete Gattung Cercospora gestellt. 1863 hatte FRESENIUS schon von 
einem Chenopodium den Pilz Cercospora chenopodii aufgestellt, die aber 
sowohl von WINTER als auch von Linpav fiir artidentisch mit C. dubia 
gehalten wird. Spater versuchte BusBaxk (1908, zit. Lrypav) die Arten 
getrennt zu halten, aber seine Diagnosenemendationen sind nicht tiber- 
zeugend. In Anbetracht der morphologischen Ahnlichkeit der. beiden 
Arten und der engen Verwandtschaft der beiden Typengattungen Atri- 
plex und Chenopodium scheint uns das gute Gedeihen des Chenopodium- 
Isolates auf Atriplex in unseren Versuchen eine experimentelle Sttitze zu 
sein fir WrnTERs und Linpavs Einordnung von C. chenopodii als Syno- 
nym unter C. dubia. 


D. Das Problem der Artabgrenzung in der Gattung Cercospora. 


Die Gattung Cercospora Fresen. ist sehr groB. Nach AINSWORTH u. 
Brissy (1950) sind etwa 1000 Arten beschrieben, von welchen sie etwa 
600 als Synonyma betrachten. Unter den tbrigbleibenden 400 Arten 
wird vermutlich bei eingehender Untersuchung noch eine weitere Anzahl 
sich als identisch erweisen. Bei der Artabgrenzung sto&t man auf das 
Problem, wie man den Artbegriff fiir diese morphologisch relativ wenig 
differenzierten Pilze, die meistens nur aus Sporodochien, Conidiophoren 
und Conidien bestehen und als weitere natiirliche Charakteristica die 
Wirtspflanze und die Symptome besitzen, am zweckmaBigsten fassen soll. 
Bei der Beschreibung und der Identifizierung haben bisher die Wirts- 
gattung oder héhere systematische Kategorien eine groBe Rolle gespielt, 
eine Rolle, die man in neuerer Zeit kritisiert hat. Kine radikale Anderung 
der Artabgrenzung, die das Hauptgewicht auf Conidiendimensionen und 
Kulturbild legt, wire nach unserer Meinung nicht zweckmaDig; und 
ebenso unrichtig wiire es, die Ergebnisse von Infektionsversuchen starker 
zu beriicksichtigen als den in der Natur ermittelten Wirtskreis. Wenn die 
vielen jetzt als Arten angesehenen Formen in ein Artschema relativ 
weniger Klassen mit morphologisch deutlich unterscheidbaren Conidien 
und Conidiophoren hineingezwingt werden sollten, wiirde man nur sehr 
stérende Anderungen in der Nomenklatur verursachen. Man wirde zwar 
eine geringere Artanzahl erreichen, aber die phylogenetische Einheit 
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dieser Arten wiirde héchst zweifelhaft sein, abgesehen davon, da man 
durch die iibergreifende Variation Schwierigkeiten mit Ubergangsformen 
haben wiirde. 

Man hat als Argument fiir eine radikale Reduktion der Artzahl bei 
Cercospora auf die Vorginge in der Fusarium-Systematik hingewiesen. 
Die Situation ist aber bei Fusarium eine wesentlich andere. Sie soll zum 
Vergleich kurz skizziert werden. Diese Gattung besteht aus vielen Formen, 
die von streng spezialisierten parasitischen bis ubiquistischen saprophy- 
tischen Typen reichen. Die im Laufe eines Jahrhunderts angesammelte 
groBe Zahl oft ungentigend beschriebener Arten wurde durch die Arbeit 
von WOLLENWEBER u. Mitarb. u. a. durch Vergleich von Kulturen in 
,Hochkultur sehr stark reduziert (von etwa 500 auf etwa 65). Obwohl 
diese Leistung eine Erleichterung gegentiber dem friitheren Zustand be- 
deutete, blieb die systematische Bestimmung von vielen Fusarium- 
Formen fiir Nicht-Spezialisten eine recht problematische Betitigung. 
Gegen den taxonomischen Wert der Hochkulturmethode hat sich eine 
Kritik erhoben, die betont hat, daB gerade die frischen Isolate das eigent- 
liche Bild der Arten zeigen. SNYDER u. HANSEN schlagen eine radikale 
Vereinfachung von WOLLENWEBERS Fusarium-System vor, wobei nur 
8 Arten tbrigbleiben, nachdem ganze Sektionen zu Artrang reduziert 
wurden. Es ist méglich, daB die Fusariwm-Systematik dadurch in frucht- 
barere Bahnen gebracht worden ist, da sich aus der sicher allzu stark be- 
schnittenen Artzahl allmihlich nach griindlichen Untersuchungen natiir- 
licher umrissene selbstiindige Arten trennen lassen. Wenn SNYDER u. 
HANSEN die ganze Hlegans-Sektion, die aus scharf auf verschiedene Wirts- 
gruppen spezialisierten Parasiten besteht, in der Art Fusarium oxysporum 
mit mehreren Formae speciales vereinigen, kann man einwenden, daB 
diese spezialisierten Formen bei Fusariwm vermutlich phylogenetisch 
gesehen den entsprechenden Rang besitzen wie die Formen von Cerco- 
spora, denen wir jetzt Artrang zuerkennen. 

Abgesehen davon, ob man es in der Fusarium-Systematik fiir zweck- 
mabig halt, die ausgedehnte Benutzung von Formae speciales mit dazu-- 
gehoriger trinirer Nomenklatur beizubehalten oder nicht, so sollte es. 
nicht stéren, daB der Artbegriff z. B. bei Cercospora und bei Fusarium 
oder Penicillium nicht ganz denselben Wert hat. Denn es handelt sich 
hier um Pilze, die zum Teil andere Variations- und Evolutionsmechanis- 
men bentitzen als die dem klassischen Artbegriff zugrunde liegenden, 
regelmaBig zwischen Haplophase und Diplophase pendelnden Organismen. 
Die Pilze haben in ihren Evolutionsmechanismen um der unmittelbaren 
Kignung willen etwas von ihrer evolutioniren Flexibilitiat geopfert, ein 
Opfer, das sie durch schnelle Generationsfolge und hohe Reproduktions- 
rate kompensiert haben. Schon aus solchen Griinden muf der Artbegriff 
bei den Pilzen dehnbarer gefaft werden als bei den héheren Organismen. 
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AuBerdem muB man bedenken, da iiberall dort, wo die Phylogenie 
unklar ist, praktische Riicksichten auf die ohnehin oft komplizierte Pilz- 
nomenklatur meistens fordert, daB man bei der Newumgrenzung von 
Arten konservativ und schrittweise vorgeht. Wir kénnen den von Sny- 
DER u. HANSEN (1954) aufgestellten Richtlinien fiir die Pilztaxonomie, 
nach welchen die physiologischen und pathologischen Eigenschaften als 
Artcharaktere nicht beriicksichtigt werden sollen und allein die praktisch 
leicht bestimmbaren morphologischen Eigenschaften gelten sollen, als 
allgemeine Prinzipien nicht zustimmen. Wir glauben, da es fiir Cerco- 
spora wie fiir viele andere parasitische Gattungen im allgemeinen zweck- 
mafig sein wird, der natiirlichen Wirtswahl etwa auf der Stufe der 
Familie einen wichtigen taxonomischen Wert zuzuschreiben. Fiir die 

Brandpilze haben Frscupr u. SHaw (1953) eine ahnliche Auffassung 
ausgedriickt. 


E. Cerecospora und verwandte imperfekte Gattungen. 


Mehrere imperfekte Pilzgattungen haben sich als identisch mit der 
Gattung Cercospora gezeigt, z. B. Virgasporium Cooke, das vom Autor 
selbst zum Vorteil fiir Cercospora aufgegeben wurde. Weiterhin sind nach 
CLEMENTS u. SHEAR Cercosporiopsis Miura und Sporhelminthium Speg. 
identisch mit Cercospora. Sehr nahe mit Cercospora verwandt und von 
AINSWoRTH u. Bispy (1950) als Synonyma dazu gestellt sind Ragnhil- 
diana Solheim (Synon.: Chaetotrichum Syd., eine Abspaltung von haupt- 
sachlich tropischen kettenbildenden Cercospora-Formen, die Ubergiinge 
zu Cladosporium zeigen sollen) und Cercoseptoria Petrak (= Septoriopsis 
Stev. et Dalbey). Auch die monotypische Gattung Corynespora Gissow, 
die urspriinglich von Cercospora wegen der in Ketten gebildeten grauen 
Conidien mit hyalinen Zwischenstiicken abgetrennt wurde, fithren AINs- 
WORTH u. BrsBy als nicht selbstandig an. Schon 1891 hat ATKINSON einen 
Pilz, Cercospora catenospora Atk., auf Sambucus canadensis beschrieben, 
den er trotz der in Ketten gestellten Conidien in Cercospora behalten 
méchte. Auch fiir C. lythri (Westend.) Niessl berichtet OUDEMANS (zit. 
Liypav), daB die Conidien in Ketten vorkommen k6nnen. 


Zwei weitere Gattungssegregate von Cercospora sind Cercosporina 
Speg., die durch ganz hyaline Conidien abweichen soll, und Cercosporella 
Sacc., bei welcher sowohl die Conidiophoren als auch die Conidien hyalin 
sind. Da bei Cercospora allmahliche Uberginge von hyalinen iiber sub- 
hyalinen bis schwach olivbraunen Conidien vorkommen, ist SOLHEIM 
mit Recht der Meinung, da8 Cercosporina aufgegeben werden muB. Es 
gibt auch innerhalb Cercospora Ubergangsformen zu Cercosporella mit 
rauchfarbenen oder schwach gelblichen Conidiophoren, so da SoLHEIM 
auch Cercosporella aufgeben moéchte. Ob das berechtigt ist, oder ob doch 
zwei natiirliche Gruppierungen vorliegen, kénnen wir nicht beurteilen. 

12* 
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Die Gattungen Centrospora Neergaard, urspriinglich auf einem auf 
Petersilienwurzeln gefundenen Pilz aufgestellt, und Ansatospora Newhall, 
die auf einem Pilz aus Sellerieknollen gegriindet wurde, sind spater von 
den beiden Autoren (NEERGAARD u. NEWHALL, 1951) zu einer einzigen 
sehr polyphagen Art, Centrospora acerina (Hart.) Newhall (Synon.: 
Cercospora acerina Hart.) vereinigt worden. Als weitere synonyme Arten 
fiihren sie Cercospora cari Westerdijk et Luijk auf Kiimmel und Cerco- 
spora macrospora Osterwald. auf Stiefmiitterchen an. Erstens verdient 
es einer Nachpriifung, ob Cercospora cari auf Umbelliferen, C. acerina 
auf Acer spp. und C. macrospora auf Viola sp. identisch sind. Zweitens 
finden wir es wahrscheinlicher, daB die von den Verfassern beschriebenen 
schwertformigen Anhangsel der sonst typischen Cercospora-Conidien, die 
WESTERDIJK u. VAN Lusk an ihrer Art auf Kiimmel auch beobachteten, 
nichts anderes ist als die Keimhyphe von der basalen Conidienzelle. Ver- 
mutlich neigen die betreffenden Arten zu vorzeitigem Auskeimen der 
basalen Conidienzelle. Die beiden Verfasser geben auch an, daB die An- 
hiangsel nicht immer vorhanden sind, jedenfalls nicht an jiingeren Coni- 
dien. Ihre Abbildungen von Centrospora-Conidien entsprechen sehr dem 
Bild von den Cercospora beticola-Conidien bei beginnender Keimung. Wir 
glauben deshalb, daB es richtiger ist, Centrospora und Ansatospora als 
Synonyma unter Cercospora (oder eventuell Cercosporella) zu stellen, bis 
genauere Untersuchungen dariiber vorliegen. 


Auger den oben erwaihnten Gattungen, die zum gréBten Teil mit 
Cercospora identisch sind, zum geringeren Teil vielleicht nur sehr nahe 
verwandt mit ihr sind, gibt es eine Reihe anderer deutlich selbstandiger 
Gattungen, deren nahe Verwandtschaft mit Cercospora in dem nach 
bewuBt kiinstlichen, praktischen Gesichtspunkten aufgestellten Fungi 
imperfecti-System nicht zum Ausdruck kommt. 


Hierzu gehért die Gruppe der Gattungen Ramularia, Didymaria und Ovularia, 
deren relative Abgrenzung nicht geklart ist. Ob die Gattung Ramularia Unger 
zum Vorteil fiir die von Saccarpo geinderte Auffassung der Gattung, die als 
»Ramularia Sacec.‘S als Nomen conservandum vorgeschlagen worden ist, am 
besten aufgegeben werden mu8 oder beibehalten werden soll, hangt teils von einer | 
Untersuchung der Typenart von Ramularia, teils von einem Vergleich der Arten 


ab, die nach der jetzt allgemein gebrauchlichen Umgrenzung auf diese Gattungen 
verteilt sind. 


Weitere verwandte Gattungen sind z. B. Bostrichonema Ces., Piricularia Sacc., 
Stigmina Sace., Passalora Fr. et Mont., Cladosporium Link ex Fr. und Polythrincium 
Kunze. Fiir einige dieser mit Cercospora verwandten Gattungen schlug vAN OvER- 
BEM (1925, zit. De Vries 1952) die Familie Cercosporaceae vor. Die Familie sollte 
imperfekte Gattungen umfassen, die zu Mycosphaerella oder nahe verwandten 
Ascomyceten gehéren. Diese Gattungen werden weiterhin charakterisiert als 
Stengel- und Blattparasiten mit wohlentwickelten Conidiophoren, die nach termi- 
naler Conidienbildung lateral weiterwachsen. Sie besitzen hyaline oder schwach 
gefarbte Conidien. 
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Die vorgeschlagene Familie Cercosporaceae scheint einen natiirlichen 
Verwandtschaftskreis zu umfassen. Solange aber ein allgemeines Fungi 
imperfecti-System, in welchem die héheren systematischen Kategorien 
auf natiirlichen Verwandtschaftsgraden beruhen, nicht aufgestellt werden 
kann, ist es nicht méglich, diese Familie systematisch unterzubringen. 
AuBerdem schlieBt die gegebene Abgrenzung vermutlich Gattungen aus 
die natiirlich zu diesem Kreis gehoren. 


> 


F. Cereospora und Mycosphaerella. 


Wenn man auch die Familie Cercosporaceae van Overeem ablehnen 
mu8, so hat ihre Aufstellung sich doch fruchtbar fiir die weitere systema- 
tische Diskussion gezeigt. Sie wirft erneut die Frage nach den Beziehun- 
gen zwischen der perfekten Ascomyceten-Gattung Mycosphaerella Johan- 
son und imperfekten Gattungen auf. In einer Reihe von imperfekten 
Gattungen sind Arten gefunden worden, die ein perfektes Mycosphae- 
rella-Stadium besitzen, wie Tab. 2 zeigt. 

In vielen Fallen ist ein Pycnidienstadium mit kleinen Pycnosporen, 
die oft als selbstaéndige Phyllosticta- oder Asteromella-Arten beschrieben 
worden sind, als Glied des Entwicklungscyclus gefunden worden. Sowohl 
JENKINS als auch Hiaerns und Wo tr, die jeder mehrere solche Ent- 
wicklungskreise aufgeklirt haben, betrachten sie als Spermogonien mit 
Spermatien und meinen, daf sie bei der Befruchtung der Perithecien- 
anlagen mitwirken konnen. 

Wie aus Tab. 2 hervorgeht, ist fiir die angefithrten Hyphomyceten- 
gattungen allein Mycosphaerella (sensu lato) als perfektes Stadium nach- 
gewiesen worden. In der Sphaeropsidales-Gattung Septoria Fr. haben 
aber einige Arten Mycosphaerella und andere Arten Leptosphaeria als 
zugehériges perfektes Stadium. Dieses bedeutet entweder, daB M yco- 
sphaerella und Leptosphaeria kongenerisch sind, oder auch, daB die Gat- 
tung Septoria in seiner jetzigen Umgrenzung zwei verschiedene konver- 
gent entwickelte Formenkreise enthalt. Die erste Moglichkeit trifft sicher- 
lich nicht zu. Mycosphaerella wird mit einigen anderen Gattungen in eine 
eigene Familie, Mycosphaerellaceae, gestellt, wihrend Leptosphaeria in 
eine andere Familie, Pleosporaceae (oder nach einer weiter gezogenen 
Abgrenzung in Pseudosphaeriaceae), eingeordnet wird. Als wichtigster 
Unterschied der Familien gilt, daB die erstere keine Paraphysen oder Para- 
physoiden aufweist im Gegensatz zur letzteren Familie, und weiter, dai 
die Ascusanordnung bei ihr facherférmig ist. AuBerdem sind die Asco- 
sporen von Mycosphaerella hyalodidym, die der Leptosphaeria sind da- 
gegen phaeophragm. Die Pleosporaceen-Gattung, mit welcher Myco- 
sphaerella hinsichtlich Ascosporenbau die gréBte Ahnlichkeit. zeigt, ist 
indessen Didymella, fiir welche nicht Septoria, sondern Ascochyta als zu- 
gehoriges imperfektes Stadium nachgewiesen ist (fiir eine Ascochyta-Art 
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auf Pisum wird zwar Mycosphaerella und nicht Didymella als perfektes: 
Stadium angegeben). Es wire deshalb interessant, die zweite Méglichkeit: 


zu priifen durch einen genauen morphologischen und kulturellen Ver- 
gleich von verschiedenen Septoria-Arten, hierunter der Typenart der 


Tabelle 2. Die Zugehdrigkeit verschiedener Nebensporenformen zu Mycosphaerella. 


. Mikroconi- Nachgewiesen 
Imperfektes Stadium Perfektes Stadium Alanatadiann seal 
Septoria 1. teils Leptosphaeria (vereinzelt) 
z. B. S. avenae L. avenaria Weber — WEBER 1922 © 
Frank 
2. teils Mycosphaerella (viele Falle) 
z. B. S. berberidis M. berberidis (Auersw.) Lind. + v. ARx 1949 
Niess] 
Ovularia Mycosphaerella (ein paar Falle) 
z. B. O. bulbigera M. pseudomaculaeformis (Desm.) — v. Arx 1949 
(Fuck.) Sace. Schréd. 
Ramularia Mycosphaerella (ein halbes 
Dutzend Falle) 
z. B. R. hieracit M. hieracti Kleb. si KLEBAHN 
(Bauml.) Jaap 1918 
Heterosporium Didymellina (Mycosphaerella 
s. lat.) (3 Falle) 
z. B. H. echinulatum, D. dianthi Burt } — Burt 1936 
(Berk.) Cooke 
Cladosporium Mycosphaerella (vereinzelte Fille) 
z. B.C. sp. cf. herba-| M. tassiana-Formenkreis — v. Arx 1949 
rum Link ex Fr. 
Polythrincium Cymadothea (Mycosphaerella s. lat.)| 
(1 Fall) | 
z. B. P. trifolii C. trifoliti Wolf — Wo tr 1935 
Kunze : 
Cercosporella Mycosphaerella (ein paar Fille) 
z. B. C. hungarica M.martagonis Arx — v. ArRx 1945 
Bauml. 
Cercospora Mycosphaerella (viele Falle) 
z. B.C. liriodendri M. tulipiferae (Schw.) Higg. + Hiaerns 1936 
Ellis et Harkn. : 
Stigmina Mycosphaerella (ein paar Falle) 
z. B.S. polymorpha | M. polymorpha Smith et Smith + D. J. Smita & 
(cf. Cercospora) C. O. SmrrH 
1942 


Gattung samt teils Arten, fiir welche Mycosphaerella als Ascosporen- 
stadium nachgewiesen ist (z. B. Septoria piricola Desm.), teils Arten, die 
zu Leptosphaeria gehéren wie Septoria avenae Frank. 

Nachdem man erkannt hatte, daB zu einigen Mycosphaerella-Arten 
verschiedene imperfekte Gattungen gehéren, lag es nahe, die Gattung 
nach der zugehérigen Nebensporenform aufzuteilen. KLEBAHN (1918, 
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zit. WoLF u. Wotr 1947) schlug fiir Mycosphaerella-Arten, die Cerco- 
spora, Ramularia bzw. Septoria als imperfekte Stadien besitzen, die 
Bezeichnungen Cercosphaerella, Ramularisphaerella bzw. Septorisphae- 
rella vor, die wohl als Sektionsbezeichnungen aufzufassen sind. LAIBACH 
(1921) bringt als vierten Namen (ohne Diagnose) Ovosphaerella in Vor- 
schlag. 

In seiner Monographie tiber die Gattung Mycosphaerella hat v. ARX 
(1949) den Versuch aufgegeben, die Gattung auf dieser Grundlage auf- 
zuteilen, weil so wenige vollstindige Cyclen bekannt sind. Stattdessen 
teilt er Mycosphaerella hauptsichlich nach dem anatomischen Bau der 
Pseudothecien und nach der Form der Asci und Ascosporen in drei Sek- 
tionen, Hu-Mycosphaerella, Cymadothea (Wolf) Arx und Didymellina 
(Hohn.) Arx, ein. 

Fiir die erste Sektion, Hu-Mycosphaerella, welche die groBte ist und 
hauptsachlich aus typischen Blattfleckenparasiten besteht, die oft Coni- 
dienstadien besitzen, wahlt v. ARx als Typus M. punctiformis (Fr.) 
Schrét. Dieser Vorgang ist inkorrekt. Die Sektion, die nach dem Prafix 
Eu- zu urteilen, den Typus der Gattung enthalt und deshalb einfach als 
Sektion Mycosphaerella zu bezeichnen ist, muB den T'ypus generis als 
Typenart enthalten. Als Typenart der Gattung hat v. Arx indessen 
Sphaeria fagicola Fr. gewaihlt mit der Begriindung, da Frizs, der 1849 
innerhalb der Gattung Sphaeria die Sektion Sphaerella (die spatere 
Gattung Mycosphaerella) aufstellte, Sphaeria fagicola als erste unter den 
acht dazu gestellten Arten erwahnt hat (Prinzip der Platzprioritat). Die 
Sektion wurde 1861 von pg CEsatti und DE Noraris zur Gattung Sphae- 
rella erhoben. Diese wurde spater, 1875, von SaccaRpo emendiert und 
schlieBlich 1884 von JoHanson in Mycosphaerella umbenannt, weil der 
Name Sphaerella schon friiher fiir eine Volvocaceen-Gattung benutzt 
worden war. Da nun die Saccarposche Umgrenzung der Gattung die 
moderne Auffassung pragt, mu8 die Wahl der Typenart mit Riicksicht 
hierauf sorgfaltig nachgepriift werden, bevor man tberhaupt taxono- 
mische Anderungen in der Gattung vornimmt. 

‘Zu der Sektion ist noch zu sagen, daf sie héchst heterogen ist. v. ARX 
fiihrt acht Mycosphaerella-Arten an, wovon zwei Ramularia, eine Ovula- 
ria, eine Cercosporella und zwei Septoria als Nebensporenformen besitzen. 

In der zweiten Sektion, Cymadothea (Wolf) Arx, wird M. podagrariae 
(Roth) Petr. als Typus angegeben. Da v. Arx die von WoLF aufgestellte 
Gattung Cymadothea zur Sektion reduziert, muB aber Wotes Typenart, 
C. trifolit Wolf, als Typus fiir die Sektion beibehalten werden. Es werden 
zu dieser Sektion Parasiten an Umbelliferen und Leguminosen gestellt. 
Hinsichtlich Nebensporenformen ist auch diese Sektion hochst heterogen. 
Sie enthalt angeblich meist die Conidienstadien Septoria und Passalora, 
seltener Polythrincium. 
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In der dritten Sektion Didymellina (Héhn.) Arx, wihlt v. ARx M 
tassiana (de Not.) Johans. als Typus, ohne zu_beriicksichtigen, da 
v. Hounet fiir die hier zur Sektion reduzierte Gattung Didymellina iridis 
(Desm.)' Hohn. als Typus benutzt hat. Ubrigens zieht v. ARx nicht die 
Konsequenz, M. tassiana als Synonym von Sphaeria allicina Fr. zu 
stellen, obwohl er findet, da& Typenmaterial beider Arten identisch ist. 
Die richtige Bezeichnung wire dann: Mycosphaerella allicina (Fr.) comb. 
nov. Synon.: Sphaeria allicina Fr., M lycopene’ tassiana (de Not.) 
Johans., teste v. Arx 1949. 


Die Sektion enthalt nach v. ARx wenige Parasiten aber viele Sapro- 
phyten. Die meisten von ihnen besitzen keine Nebensporenformen; zu 
anderen Arten gehédrt Cladosporium als Conidienstadium. Die Gattung 
Didymellina wurde auch schon friiher als perfektes Stadium von einigen 
Heterosporium-Arten gefunden, so daB in der Sektion zwei Nebensporen- 
formen vorhanden waren, falls man es nicht vorzieht, wie DE VRIES (1952) 
vorgeschlagen hat, die Gattung Heterosporium Cooke in Cladosporium 
aufgehen zu lassen. 


Uns scheint es ein gangbarer Weg zu sein, die Gattung Mycosphaerella 
in mehrere Gattungen aufzuspalten unter wesentlicher Beriicksichtigung 
der nachgewiesenen Nebensporenformen, so wie es KLEBAHNs Gedanke 
war. Ein analoger Vorgang hat sich in der Gattung Sclerotinia abgespielt, 
die durch Untersuchungen von Honry, WHETZEL, BUCHWALD u. a. in 
eine Reihe nahe verwandter Discomyceten-Gattungen, die sich oft nur 
durch die dazugehdrigen Conidienformen unterscheiden, aufgeteilt 
worden ist. Die allgemeine Ablehnung durch SNYDER u. HANSEN (1954) 
von dem Prinzip, die Gestaltung der Nebensporenformen als taxono- 
misches Kriterium fiir perfekte Gattungen zu benutzen, finden wir nicht 
berechtigt. In dem perfekten Formenkreis um Mycosphaerella auf der 
einen Seite und in dem imperfekten Formenkreis um Cercospora auf der 
anderen Seite kénnten vielleicht die Gruppierungen Didymellina-Hetero- 
sporium (Cladosporium?) und Cymadothea-Polythricitum den ersten An- 
fang einer Aufteilung bilden. Fiir eine weitere Umgestaltung nach diesen 
Gesichtspunkten wire es notwendig, die imperfekten Gattungen sicherer 
gegeneinander abzugrenzen (das Ramularia-Problem, Cercospora-Cerco- 
sporella, Cladosporium-Heterosporium); und endlich ware es wichtig, 
recht viele Entwicklungscyclen zu verfolgen. 


Kin Problem werden dabei die zahlreichen M ycosphaerella-Formen 
bieten, die kein perfektes Stadium besitzen, da a priori die Moglichkeit 
besteht, da das imperfekte Stadium’ an verschiedenen Fronten der 
Evolution verloren gegangen sein kann, ebenso wie das perfekte Stadium 
seinerseits bei der Mehrzahl der Arten in den verschiedenen imperfekten 
Gattungen verloren gegangen ist. 
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Ks ist im Laufe der Zeit oft vermutet worden, daB eine M ycosphae- 
rella-Art mehrere Conidienformen’ (das Mikroconidienstadium abge- 
rechnet) besitzen kann. Laut ATKINSON vermutete Pammen, daB sowohl 
Cercospora angulata als auch Septoria ribis zu M ycosphaerella grossulariae 
gehorten. Cercosporella compacta wird mit Septoria acanthi in Zusammen- 
hang gebracht (Linpau, 1910). Auch v. HOHNEL hat geglaubt (zit.v. ARX 
1949), daB im Entwicklungskreis dieser Pilze zuerst das Hyphomyceten- 
stadium gebildet wurde und dieses spiter von den beiden Pycnidien- 
stadien gefolgt wurde. v. ARx meint ebenfalls, es sei wahrscheinlich, daB 
bei manchen Arten sowohl ein Hyphomycetenstadium als auch ein 
Septoria-Stadium nebeneinander vorkommen kénnen. Wir halten das 
Vorkommen beider Conidientypen nebeneinander fiir unwahrscheinlich. 
Alle bisher untersuchten Fille haben keinen Beweis fiir diese Vermutung 
gegeben, die, wenn sie zutrife, eine Aufspaltung von M ycosphaerella 
nach den zugehérigen Conidienformen erschweren wiirde. | 


Zusammenfassung. 

1. Alle gepriiften Chenopodiaceen: Atriplex hortensis L., Chenopodium 
album L., Ch. ambrosioides L., Ch..capitatum (L.) Aschers., Ch. foetidum 
Schrad., Ch. foliosum (Moench) Aschers., Ch. quinoa Willd. und Spina- 
cia oleracea L.., waren bei kiinstlicher Infektion sowohl im Gewiachshaus 
als auch im Freiland anfillig fiir Cercospora beticola Sacc. 

2. Urtica urens L. und Plantago major L. wurden sowohl nach In- 
fektion im Haus als auch im Freilandversuch befallen. Anfallig im Haus, 
nicht aber im Freiland waren Rumex acetosa L., R. patientia L. und 
Urtica dioeca L.; Arctium minus (Hill.) Bernh. war im Haus anfallig. 

3. Nicht anfallig fiir C. beticola waren Polygonum convolvulus L., 
Amaranthus caudatus L., A. retroflexus L., A. salicifolius Veitch, Malva 
neglecta Wallr., Apium graveolens L. var. dulce (Mill.) Pers. und var. rapa- 
ceum (Mill.) DC., Mercurialis annua L., Nicotiana tabacum L., Galinsoga 
parviflora Cavan. und Lactuca satia L. 

4. Die Conidienlange von C. beticola wurde von der Luftfeuchtigkeit 
sehr stark, von der Wirtsart aber weit weniger beeinfluBt. 

5. Spontaner Freilandsbefall von C. beticola wurde an Beta lomatogona 
Fisch. et. Mey., B. patellaris Mogq., B. trigyna Waldst. et Kit. und Cheno- 
podium album festgestellt. 

6. Die Méglichkeit einer natiirlichen Ubertragung von C. beticola von 
infizierten Unkrautern auf Beta-Riiben wurde experimentell wahrschein- 
lich gemacht. 

7: C. beticola ist im wesentlichen auf Chenopodiaceen, vor allem auf 
die Gattung Beta beschrinkt. Chenopodium album gehort zum natiirlichen 
Wirtskreis, spielt aber als Krankheitsiibertrager unter mitteleuropaischen 
Verhaltnissen kaum eine Rolle. 
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8. Es ist recht wahrscheinlich, daB C.anthelminthica Atk. und C. 
chenopodiicola Bresad. mit C. beticola identisch sind. 


9. Cercospora dubia (Riess) Winter trat spontan auf Chenopodium 
album und Atriplex hortensis auf. In Infektionsversuchen wurden nur 
einige der Chenopodiaceen: Atriplex hortensis, Chenopodium album, Ch. 
ambrosioides und Ch. foliosum, befallen. Beta vulgaris war nicht anfallig. 


10. Cercospora mercurialis Pass. von Mercurialis annua ist nicht 
pathogen fiir Beta vulgaris. 

11. Ramularia beticola Fautr. et Lamb. tritt in Stiddeutschland sel- 
tener auf. Einige morphologische Daten des Pilzes werden gegeben. 


12. C. beticola wurde in Kultur- und Infektionsversuchen eingehend 
mit C. apii Fresen., C. dubia und OC. mercurialis verglichen. 


13. Aus den Versuchen und aus Beobachtungen im Freiland geht her- 
vor, daB die Hypothese der Identitaét von C. beticola, C. apii und C. nico- 
tianae Ellis et Everh. nicht aufrecht gehalten werden kann. 


14. Es ist berechtigt, Cercospora chenopodii Fresen. als Synonym zu 
C. dubia zu stellen. 

15. Das Problem der Artabgrenzung innerhalb der Gattung Cerco- 
spora wird diskutiert. Es wird befiirwortet, die natiirliche Wirtswahl 
dieser Pilze etwa auf der Stufe der Wirtsfamilie als wichtiges taxono- 
misches Kriterium beizubehalten. 


16. Die mit Cercospora identischen oder nahe verwandten imperfekten 
Gattungen werden kurz besprochen. Die Gattung Centrospora wird als 
Cercospora-Arten mit vorzeitig eingeleiteter Conidienkeimung aufgefaBt. 


17. Die Zugehérigkeit von Cercospora und verwandten imperfekten 
Gattungen zu Mycosphaerella wird besprochen. Die systematische Glie- 
derung von Mycosphaerella in Sektionen wird diskutiert. 


18. Eine kiinftige Aufteilung der Gattung Mycosphaerella in mehrere 
Gattungen unter wesentlicher Beriicksichtigung des zugehérigen Coni- 
dienstadiums wird befiirwortet. 
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Flagellated Coryneform Bacteria from the Intestine 
of Earthworms. 
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One of the most ill-defined groups of bacteria which calls for further 
study is that of the saprophytic or plant pathogenic, non-sporeforming, 
irregular or branched rods which have been referred to as ‘‘coryneform 
bacteria” by JENSEN (1952) and “Arthrobacter’’ by Conn and Dimmick 
(1947). Although not a characteristic of corynebacteria, motility and 
flagellation have been reported in this group. Various workers in the past 
have observed coryneform bacteria to be motile (Hontne, 1912; FRis- 
DENREICH, 1930; Toppine, 1937; ORsKov, 1938; TayLor, 1938; JENSEN, 
1940; LocHHEaD, 1940), and during recent years further evidences have 
been forthcoming in this direction (Woop, 1950; CLarK and Carr, 1951; 
Sacks, 1954). 

The present paper reports the occurrence, isolation and characteristics 
of a number of doubtfully motile, but definitely flagellated, strains of 
coryneform bacteria from the intestine of Indian earthworms. This is yet 
another instance where flagellation in soil coryneform bacteria has come 
to be observed. 


Experimental Methods and Results. 


During the course of investigations on the microflora associated with 
the intestine of Indian earthworms (KHampBata, 1954), 20 strains of 
coryneform bacteria were isolated from asparagine enrichments which 
were inoculated with the intestinal contents of earthworms. The method 
of obtaining the intestinal contents of earthworms has already been 
described by Knampata and Baar (1953). Fourteen of the coryneform 
organisms were studied in detail and their characteristics are described in 
this paper. 

The composition of the asparagine enrichment medium is as follows: NH,Cl, 0.5 g; 
K,HPO,, 0.2 g; MgSO, - 7 H,0, 0.1 g; FeSO, - 7 H,0, 0.02 g; CaSO, - 2H,0, 0.01 g; 
Bacto asparagine, 1.0 g; distilled water, 1 litre; py 7.2. 

* Present address: Fermentation Technology Laboratory, Indian Institute of 
Science, Bangalore 3, India. 
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Morphology and Staining. 


When grown on nutrient agar or asparagine enrichment agar, the iso- 
lates showed slender, bent or curved, short rods and filaments, with 
distinct branching especially in very young cultures. In some cases, a 
tendency to club-shape formation was also evidenced. No metachromatie 
granules were seen. In older cultures, branching was less evident and 
more fragmented rod-like forms appeared. The organisms were non- 
capsulated, non-sporeforming and non-acidfast. 

Gram staining revealed them to be Gram negative mostly, but at times 
Gram variable also. In the case of the occasionally club-shaped forms, the 
clubbed or swollen end showed a distinctly Gram positive character even 


» 
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Figs. 1 and 2. Photomicrographs of coryneform bacterium (strain Asp 16) showing one and two polar 
flagella, LOEFFLER’s flagella stain. Approx. 4000 x. 


though the rest of the cell remained Gram negative. The motility dis- 
played by these organisms was of a very sluggish sort, so much so that 
they could even be recorded as non-motile. Invariably the fragmented 
cells gave surer signs of motility than the young branched forms. Distinct 
clear — cut motility was not demonstrable in hanging — drop preparations 
from nutrient agar or nutrient broth cultures. The method of TrrTsLER 
and SANDHOLZER (1936) was also tried but was of no help in establishing 
motility. However, on flagella staining, by adopting the classical 
Lo®FFLER’s method (1890) as also by the more recent method of PATEL 
et al. (1950), all the cultures revealed polar flagellation, usually mono- 
trichic. (Fig. 1 and 2), What is even more interesting is that the flagella- 
tion was more pronounced in older cultures wherein the fragmented forms 
had begun to dominate. 


Cultural Characteristics. 


In nutrient broth, the organisms formed a thin ring, moderate turbidity 
and a viscid sediment. After 6 days’ incubation at 28° C, the colonies 
formed on nutrient agar as well as on asparagine agar were usually of the 
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following description: punctiform, smooth, opaque, pale yellow to lemon 
yellow, low convex, entire or undulating margin, with a dense central area 
around which were scattered opaque, filamentous, meshwork-like clumps 
on the colony surface. In some cases, the denser central area gave out 
arborescent filaments which sometimes extended beyond the periphery of 
the colony and even covered the entire colony. On potato, moderate to 
abundant, pale yellow to bright lemon yellow pigmented growth was 
obtained. 
Physiological Characteristics. 


Indole and acetylmethylcarbinol production, citrate utilisation and 
methyl-red reaction were found to be negative with all the 14 strains 
tested. All hydrolysed starch and produced catalase. Gelatine was lique- 
fied by 10 cultures, but the liquefaction was very slow and noticeable only 
after a month’s incubation. 11 cultures formed hydrogen sulphide, 
usually after 12 days. 10 isolates were able to reduce nitrate to nitrite 
and ammonia. One reduced nitrate to nitrite only, while in the case of 
3 others, although reduction to ammonia was observed, nitrite formation 
was not detectable. Most of the cultures completely reduced litmus 
milk. One culture produced no change, another displayed acidity, and 
yet another displayed both alkalinity and reduction. 

Although no acid or gas was produced in lactose by any of the 14 
cultures studied by us, most of them usually fermented, in a peptone 
water base, maltose (11 cultures), dextrin (13 cultures) and starch (13 
cultures) ; less frequently glucose (7 cultures), sucrose (8 cultures), glycerol 
(5 cultures) and mannitol (3 cultures), to produce acid. None could 
produce acid in all the fermentable substrates tested. 


Nutrition. 


Nutritional studies conducted on some of the cultures indicated their 
preference for an organic source of nitrogen as peptone. Ammonium 
sulphate, sodium ammonium phosphate, diammonium hydrogen phos- 
phate, ammonium nitrate, potassium nitrate, urea and sodium aspartate 
were not utilised while sodium glutamate supported scant growth. In a 
mineral solution, the sodium salt of formic, oxalic, acetic, succinic, lactic, 
and citric acids were not utilised as sources of carbon. Utilisation of 
glucose, dextrin or starch was variable and poor. None of the isolates were 
able to utilise phenol. 

All the 14 isolates were tested for their ability to utilise asparagine: 
a) as the sole source of carbon and nitrogen, b) as a carbon-nitrogen source 
with ammonium chloride as an additional nitrogen source, and c) as a 
carbon-nitrogen source together with ammonium chloride and 0.1 wg per 
cent thiamine. It was observed that asparagine is not at all suitable as a 
carbon and at the same time as a nitrogen source for these bacteria. Slight 
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growth, nevertheless, took place in the case of 2 isolates. A slightly better 
response was obtained when asparagine was used in conjunction with 
ammonium chloride. However, the growth thus obtained remained poor 
except in one case where moderate growth was observed. The addition of 
thiamine definitely stimulated their growth, though only to a moderate 
extent. The strains appear to be nutritionally exacting in nature, and this 
is also true of the phytopathogenic corynebacteria studied by STARR 
(1949) and the cellulose decomposing Corynebacterium fimi whose growth 
has been reported to be stimulated by thiamine (JENSEN, 1952). 


It is pertinent to mention here that most of the coryneform bacteria 
that were isolated from the asparagine enrichments were accompanied by 
Bacillus megateriwm which, unlike the former, not only utilised aspara- 
gine as the sole source of carbon and nitrogen but could thrive very well 
on it alone. Since the coryneform bacteria were repeatedly encountered 
in these enrichments despite their inability to utilise asparagine well, it 
would seem that their growth is dependant on the favourable conditions 
presented by their association with B. megaterium. What exactly B. mega- 
tertum does for these coryneforms is a matter receiving our attention at 
the present moment. 


Discussion. 

The question whether our isolates can be fitted into Conn and Dm- 
MICK’s (1947) Arthrobacter or whether they can be placed in the genus 
Corynebacterium is a matter for considerable speculation and rests with 
the specialist in this group. The position these bacteria will finally oc- 
cupy depends upon the taxonomist who could be a “‘splitter” or a 
“Jumper.”? JENSEN (1934), for example, insisted that such forms be placed 
in the Corynebacterium genus, while Conn and DimmicK (1947) suggested 
anew genus Arthrobacter for them. LocHHEAD (1948) was of the opinion 
that much wider surveys were needed before any satisfactory classi- 
fication could be attempted. However, in a recent review, LOCHHBEAD 
(1952) has stated that in view of the demonstration of flagellation and 
motility in soil corynebacteria, previously supposed to be non-motile, 
there is justification for placing them in a genus other than Coryne- 
bacterium. 

The isolates obtained from the earthworms, in our opinion, do not 
seem to agree with Conn and Drmicxk’s description of Arthrobacter. 
Firstly, unlike Arthrobacter, they do not fragment in old cultures to the 
extent of giving the appearance of cocci and also they do not stain Gram 
positive in old cultures. Secondly, their nutrition indicates that they do 
not grow well with inorganic nitrogen in the absence of accessory factors. 
Nevertheless, LocoHyzap and Burron (1953) have widened the genus 
Arthrobacter to include the more exacting forms also. Although we are 
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inclined to be more conservative by placing them in the genus Coryne- 
bacterium, we hesitate to do so in view of Conn and Drumtck’s protesta- 
tions and therefore have followed JensEn’s example of referring to them 
as “‘coryneform bacteria’. 

Despite the work of some outstanding investigators, the soil coryneform 
bacteria have not yet received sufficient attention. A concerted and 
deliberate effort should be made to study them in greater detail. This 
would enable us to understand their relationship with the genus Coryne- 
bacterium as well as their significance in soil. Some work in this direction 
is underway in our laboratory at present. 


Summary. 

Representative strains of distinctly flagellated, but doubtfully motile, 
coryneform bacteria were isolated from the intestine of Indian earth- 
worms. Their morphological, cultural, physiological and nutritional 
characters are described, and their taxonomic position discussed. 


We are grateful to Mr. M. V. Krispnamurtuy for taking the photomicrographs. 
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Photosynthesis and Respiration in Rhodospirillum rubrum. 


By 
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In the course of exploring the relation between tactic responses and 
metabolic activities of Rhodospirillum rubrum (CLAYTON 1953a and b) it 
became desirable to study the behavior of the organism at a variety of 
light intensities and oxygen tensions. Under such conditions photo- 
synthetic and respiratory metabolism may proceed simultaneously; a 
complete description of the metabolic behavior requires that these two 
processes be distinguished, the equations for their overall reactions deter- 
mined, and their rates measured. This can be done by a suitable appli- 
cation of the WaRBURG-BARCROFT manometric technique, coupled with 
an analysis of residual organic carbon in the reaction medium. 

The purpose of this paper is to describe the methodology, and to 
present some information on the metabolism of R. rubrum, obtained in 
the course of standardizing the procedure. The following information is 
presented: 1. Overall equations for photosynthesis and for respiration, 
under various physiological conditions, and using a variety of organic 
substrates. — 2. Effects of cyanide, methylene blue, tripheny] tetrazolium 
chloride, and 2,4-dinitrophenol. — 3. Rate of endogenous respiration 
under various conditions. — 4. Comparison of some aspects of the meta- 
bolism of Rhodospirillum rubrum, Rhodopseudomonas spheroides, and 
Rhodopseudomonas capsulatus. 

The results of such experiments should be discussed in the framework 
of current ideas on metabolic pathways in photosynthetic bacteria. These 
ideas, evolved largely by VAN Niet (1949), will now be summarized. 

Respiration in R. rubrum involves the oxidation of an organic hydrogen 
donor, with oxygen as the ultimate hydrogen acceptor. The hydrogen 
donor, denoted H,A in this discussion, can be any of a number of organic¢ 
acids, alcohols, and sugars. Its oxidation proceeds via the tricarboxylic 
acid cycle (EISENBERG 1953) and provides energy for the reduction of 
CO, to cell material, which will be denoted (CH,O). Thus, we can write 
the two equations 

+0,+H,A > H,O +A [1] 
and 3 CO, + H,A>4H,O+A4 + (CH,0), [2] 
the first providing energy which is required for the second. The relative 
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rates of these two processes depend upon the efficiency with which energy 
is transferred from one to the other. We must, of course, interpret these 
equations with the following reservations: 


1. The empirical formula of the cell material formed is not precisely 
(CH,O). — 2. The number of electrons transferred per mole of substrate 
oxidized need not be as indicated: ““H,A — A” is merely a convenient 
symbolism. — 3. The substance reduced, as indicated in eqn. [2], may be 
CO,, but it may as well be one or more of the intermediate products 
arising during the oxidation of “H,A’’. 

The transfer of hydrogen from H,A to O, proceeds (VERNON and 
Kamen 1954, KAMEN and VERNON 1954) through a cytochrome, similar 
to but distinct from mammalian cytochrome c, and a cytochrome oxidase 
(“dark oxidase’). 

Photosynthesis in R. rubrum depends upon energy received as light, 
which is thought to effect a cleavage of water into a reducing fragment, 
designated (H), and an oxidizing fragment, denoted (OH): 

0. Va (OH) 
‘> @) 

The reducing fragment brings about the reduction of CO, (or some 
equivalent substance) to cell material, while the oxidizing fragment is 
removed through the oxidation of a substrate H,A. (In the photo- 
synthesis of algae and higher plants, water serves as H,A.) Thus we can 
write the equations 

(OH) +4H,A — 4A+H,0 [3] 
and (H) + 4 CO, > } (CH,0) + 4 H,0, [4] 
with the same reservations which applied to the interpretation of 
equations [1] and [2]. Any substrate H,A which serves in photosynthesis 
is equally usable in respiration. Equations [3] and [4] must proceed at 
identical rates in the steady state, as a progressive accumulation of (H) 
or of (OH) is not observed. The oxidation of H,A by (OH) is mediated by 
the same cytochrome which operates in respiration, and by a cyto- 
chrome oxidase (‘‘photo-oxidase’’) distinct from the “dark” oxidase 
which is involved in the reaction of H,A with O, (VERNON and KAMEN 
1954, KamEN and VERNON 1954). 
Denoting “bacterial cytochrome c” by “QO”, “cytochrome dark-oxi- 
dase” by “D.O.”, and “cytochrome photo-oxidase” by “P.O.”, we can 
represent all of the foregoing activities in a single diagram, in which an 
enzyme system E is interposed between (H) and the reduction of CO, 
(Fig. 1): 
One characteristic of this scheme is the competition between O, and 


(OH) for the oxidation of reduced cytochrome and hence of the substrate 
13% 


hy > H, 
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H,A. The quantitative details of this competition can be found from the 
relative rates of oxygen uptake and substrate disappearance at various 
light intensities and oxygen tensions. Such an approach would be vitiated 
if oxygen were also taken up through some other mechanism, such as 
photo-oxidation or the reduction of O, by the reducing fragment (H). 
The absence of such processes is assured by the fact that the uptake of 
O, by R. rubrum in aerated media is entirely suppressed by strong 

illumination (vAN Nrex 1941), 


02 D0. c 1A The only uptake of oxygen 

NG ‘ which then persists is due to 

H,0 DO. ; endogenous respiration; it can 

FOH bereduced by a proper starving 

ae a procedure, often to negligible 
Ve P.O, C-Hy A ‘proportions. 


Light-+H,0 I. Methods. 


E CH,0) A. Treatment of material, 

(H) € *) Rhodospirillum rubrum (strain S-1, 
vAN NIEL) was grown at about 

E-H, 30°C under illumination in florence 


flasks filled to the neck with the 
following medium: Powdered yeast 
CO, (or equivalent)  ©Xtract (Difco) 1.0%; Na,HPO,/ 


H 

A 
HoA 
KH,PO,, px 6.8, 0.01m;(NH,).SO, 


Fig. 1. Scheme for photosynthesis and respiration 0.1%; MgCl, 0.059%; CaCl, 0.02%; 
in Rhodospirillum rubrum. Tap water 10%; distilled water 
balance. 


Flourishing cultures were obtained from small inocula in three days in this 
medium; the cells were then resuspended in the following medium: Substrate 3.0%3 
Na,HPO,/KH,PO,, pu 6.8, 0.02 m; (NH,),SO, 0.1%; MgCl, 0.05%; CaCl, 0.02%; 
Distilled water balance. 


The substrate was that which was to be used in a subsequent metabolic experi- 
ment; in all cases it was the sodium salt of an organic acid. After 24 hours’ anaerobic 
illumination in this medium the cells were resuspended in a “‘starvation medium’’, 
identical with the foregoing but without substrate. This suspension was aerated in a 
revolving bottle in the dark at 30°C for a period of two days (unless otherwise 
specified), in order to exhaust cell reserves which supported endogenous respiration. 
Finally, the cells were washed and resuspended in 0,003 m NaHCoO,, to a density of 


0.04 ml cells per ml suspension (unless otherwise specified), for use in metabolic 
experiments. 


B. Instrumentation. A standard Warpura-BAROROFT apparatus was used, 
The vessels could be illuminated by means of 25 watt lamps, placed one under each 
of five vessels in the bath. The lamps were provided with reflectors (aluminized 
funnels) and were sealed in waterproof containers. The intensity of illumination of 
each vessel could be controlled separately by means of attenuators (uniformly 
exposed photographic plates) placed over the lamps. 


Reaction vessels were fitted with venting plugs through which alkali could be 
added during the course of an experiment. This process was greatly facilitated by the 
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welding of short sections of 1 ml pipettes onto the ends of th i 
5 0: e venting plugs; the 
author is indebted to Dr. M. B. ALLEN, who suggested this refinement. aide 


C. Carbon analyses. In some cases manometric experiments were followed by 
centrifugation of the bacterial suspension and analysis of the supernatant liquid for 
residual organic carbon. The following method was employed: Organic carbon was 
oxidized to CO, by dilute aqueous potassium persulfate in the presence of silver 
nitrate at 75° C, in the manner described by OspuRN and WERKMAN (1932). The CO 
was collected in a fixed volume of 0.05 n Ba(OH), solution, which was titrated with 
0.0100 n HCl, using phenol red as indicator. The titration of an identical volume of 
Ba(OH), solution which received no CO, served as a blank. The method was accurate 
to within 0.2 wg-atoms of carbon, as demonstrated by the analyses of known quanti- 
ties of organic acids. 

D. Technique of manometric experiments. A manometric method was 
required by which one could distinguish between O, uptake, CO, assimilation or 


! 
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Reaction Vessel 
——— Contro! Vesse/ 


Fig. 2. Explanation in text. 


evolution, and the transfer of CO, from vapor to liquid phase which accompanies 
alkali production. The use of alkali in the center well of the vessel as a CO, absorbent 
was precluded because with some substrates respiration will not proceed in the ab- 
sence of CO,. 

Accordingly the following method was adopted, after Scmarz (1952): Each 
reaction vessel was accompanied by a control vessel having the same vessel con- 
stants. Both vessels contained 2.0 ml of bacterial suspension in the main compart- 
ment, 0.20 ml of 0.050 n substrate in one side arm, and 0.20 ml of 3 n H,SO, in the 
other side arm. After equilibration in the bath, substrate was tipped in the reaction 
vessel, and at the same time both substrate and acid were tipped in the control 
vessel. After completion of the reaction, acid was tipped in the reaction vessel. 
Subsequently, 0.4 ml of 5n NaOH was added to each vessel through the venting 
plug. The pressure changes which accompanied these processes are shown, in idea- 
lized fashion, in Fig. 2. We shall now relate these pressure changes to quantities of 
O, and CO, exchanged in an imagined situation. Suppose that each vessel contains 
initially ne umol of CO, as H,CO3, HCO3, or CO; in the liquid phase, and n¢’ wmol of 
CO, in the gas phase. Imagine that the exhaustion of the substrate in the reaction 
vessel leads to an uptake of mp mol O,, a net assimilation of nq pmol CO, by the 
cells (if the cells evolve COs, na is negative), and to the liberation of free alkali which 
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absorbs 7 mol CO, from the gas phase. Then, if Keo, and Ko, are the usual vessel 
constants for CO, and for O,, and Ah, Ah?, etc., are the observed pressure changes as 
depicted in Fig. 2, 


Keo. 
= aa Aho. [5] 
is (33) 
k 
Me + nt = (5) A he, [6] 
ord 22.4na 22.4nt “ 22.4n0 egg ay 
CO» Keo, ko, 
keo keo 
: =— 2)Ah 7] 
or na tm + (42) mo (25°) 4 1 [7] 
and, if equal volumes of alkali are added to each vessel, 
1 keo, 
(te + me’) — (Me + Me’ — Na) = — (551) (4 hg —A ha). [8] 


From these equations we deduce: 


Keo. 
= “44h, — A BY), 
Si ae t) 


Keo 
— 2 A h® . 
Ne = 5 a (A ha — A hg) 


pes ko, Keo, 
end eeieniee (=) (3$°t) Ade ng tag |: 


Thus the essential information is obtained from these manipulations. 


In practice it was found necessary to correct for differences in the amount of 
alkali introduced into each vessel, and to apply a set of small corrections based upon 
dummy runs, in which the reaction was curtailed by immediate tipping of acid into 
the reaction vessel. 


II, Overall Reactions for Photosynthesis and Respiration. 


The methods described in the preceding section were employed to 
determine overall reactions for photosynthetic and respiratory meta- 
bolism, using the following substrates (as sodium salts): acetate, pro- 
pionate, butyrate, caproate, succinate, malate, fumarate, lactate, and 
pyruvate. In all cases the utilization of 10 wequiv. substrate led to an : 
observed liberation of 10 + 0.5 wequiv. free alkali, and less than 0.2 Ug- 
atoms of organic carbon remained in the residual extracellular liquid. In 
all cases but one (in which the substrate was caproate) the effects of 
endogenous metabolism were negligible within the precision of the 
measurements. Specific results were reproducible to within 5%, unless 
otherwise stated. 


Results of a particular experiment will now be analyzed. Using 10 wmol 
sodium acetate as substrate, with air + 3% CO, as gas phase, and without 
illumination, the bacteria utilized 8.9 zmol O, and evolved 10.4 “mol CO, 
(n, = 8.9 and ny = — 10.4). 10 wmol NaOH were liberated, and there 
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was no residual extracellular organic carbon. Writing the overall equation 
CH,COOH + 0.89 O, > 1.04 CO, + mH,O + n(CH,0,), 


we obtain a balance with m = 1.04, n = 0.96, and y = 0.69. Note that the 
simple formula (CH,O) for cell material does not provide for a balanced 
equation. 

We would like to analyze this reaction as a superposition of an oxi- 
dative and an assimilatory process, as suggested by equations [1] and [2] 
of the introduction. However, we do not have enough information to 
make such a breakdown meaningful. Not knowing whether the substance 
reduced in equation [2] is CO, or some intermediate product of acetate 
oxidation, we cannot decide what fraction of the substrate is oxidized in 
each of the two equations. We shall content ourselves, therefore, with a 
presentation of the overall process. In general the overall reaction can be 
represented as 


H,A + a0, > 6 CO, + m H,O + n (CH,0,) 
for respiration, and 
H,A + dCO, > m H,O + n (CH,O,) 


for photosynthesis. H,A is the substrate written as the acid; e.g., if the 
substrate is sodium malate, H,A is malic acid. The number of atoms of 
carbon assimilated divided by the number provided as substrate will be 
designated the percent carbon assimilation. In Table 1 we present the 
results of some determinations of overall reactions for respiration (dark; 
gas phase air + 3% CO,) and for photosynthesis (light; gas phase 
N, + 3% CO,). The determination of “‘y’’ in these overall reactions is 
quite inaccurate, as small variations of the measured quantities Ob a 
“b” and “‘d’” correspond to large variations of “y’’. 


The date for caproate were obtained by subtracting the effects of 
endogenous respiration; the metabolism of caproate proceeded so slowly 
that such a correction seemed appropriate (see next section). Specifically, 
the rates of oxygen uptake in the presence and in the absence of caproate 
were 2.8 wmol/hr and 0.8 wmol/hr, respectively, by 0.1 ml of cells. In all 
other cases the endogenous oxygen uptake was a negligible fraction of the 
exogenous. 

Perhaps the most noteworthy aspect of these data is their variability. 
With malate, for example, the “percent carbon assimilation” varied 
within extreme limits of 45 and 28; a larger number of experiments would 
undoubtedly have established wider limits. In general it appeared that a 
culture in poor physiological condition (reflected by a low rate of sub- 
strate decomposition) was less efficient in transferring energy from the 
oxidative to the assimilatory pathways: more oxygen was utilized and 
less carbon was assimilated per mole of substrate consumed. These 
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results support the idea that the oxidative and the assimilatory reactions | 
are not rigidly coupled, and illustrate the futility of writing a neat overall | 
reaction, with integral coefficients, for the process of respiration. 


Table 1. Overall reactions for photosynthesis and respiration in Rhodospirillum rubrum | 
(explanation in text). 


Respiration: 
a a ne eee eS eee 
Substrate a b m n y % Carbon Assim, 

ries fate Reeeee resets mpekenss ia, Bese | eae ah Sa ag et Be 
Acetateti. «)).c6e 9% 0.72 | 0.87 | 0.87 | 1.13 | 0.73 56 

9 1.17, |, 3.29.4) 1.29 ay'0.71 %)9 0.66 35 

», (meanof10) . . 0.93 | 1.08 | 1.08 | 0.92 | 0.68 46 
Propionate ..... 1.57 1.27 1.27 P73 O08 58 
Butyratets + a. eases 2.13 | 1.388 | 1.388 | 2.62 | 0.81 65 
Caproate ......: 4.7 2.8 2.8 3.2 0.94 53 
IDEN CNRS Lew, Gee oe 125363 7" 1-63 4) ots 2 ie 0.6o 46 
ev paUWChbene se Mal APS 0.90 | 1.51 | 0.51 1.49 | 0.85 50 
Fumarate. ..... 1.08 | 2.22 | 0.22 1.78 | 0.84 44 
Malate "ats 2. . « 1.07 | 2.20 | 1.20 |- 1.80 | 0.85 45 

=p 1.71 | 2.86 | 1.86 | 1.14 | 0.74 28 

»  (meanof4). . 1.36 | 2.627) 1.52 1.48 | 0.78 37 
Succinatess “ltr en. 1.68 | 2.36 | 1.36 | 1.64 | 0.78 41 

6 2.18 | 2.80 | 1.80 | 1.20 | 0.80 30 

»  (meanof7). . 1.92 | 2.52 | 1.52 | 1.48 | 0.86 37 

Photosynthesis: 
Substrate d m n y % Carbon Assim. 

Acetate (mean of10) . .. . | -0.21 0.2 1.8 0.77 | 90 
PrOPIONG LCL”. rebum cect. sake 0.21 | —0.2 3.2 0.82 | 107 
BUbyrate es cette ee eee 0.60 | —0.6 4.6 0.83 115 
Caproate hc tsi Git ii ve fee 1.5 -1.5 7.5 0.86 125 
LDCR ERGY Sn Re he Gas ys —0.13 0.1 2.9 0.91 97 
RUT VECO Stee ey ane tea -0.70 | -0.3 2.3 0.83 77 
MUIALATO sat co a be eae 5 ee —1.16 | -0.85 | 2.85 | 0.89 | 71 
Malate (mean of 4)... .. -1.24 0.25 | 2.75 | 0.83 69 
Succinate (mean of 7). . . . | -0.68 | -0.3 3.3 0.89 82 


III. Effects of Cyanide; Behavior of Endogenous Metabolism. 


The overall reaction and the rate of substrate decomposition by R. 
rubrum, in the presence of varying concentrations of sodium cyanide, 
were determined, using succinate as substrate. At the same time, the rate 
of endogenous respiration was measured. Cells were starved either for 


7 days, 4 days, 2 days or zero days. The gas phase was air + 3° CO,, and 
no illumination was employed. 


Fig. 3 portrays a run in which various amounts of cyanide were tipped 
into the suspension, together with the substrate, at the time t = 0. It 
is evident that the effect of the cyanide is not maximal until about 
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100 minutes have elapsed; after this period the attenuated rate in the 
presence of cyanide remains constant until the substrate is nearly ex- 
hausted. All rates referred to subsequently will be the uniform values 
which are attained after about 100 minutes. 

Rate of substrate decomposition vs. cyanide concentration is plotted in 
Fig. 4; all rates determined in a single run have been referred to a maxi- 
mum value (for zero cyanide 
concentration) of 1.00. Unstar- 
ved cells are seen to be less 
susceptible to cyanide than 
cells which have been starved 
for two to seven days. 

When the exogenous meta- 
bolism is proceeding vigo- 
rously, the endogenous meta- 
bolism is evidently suppressed 
and its effects should not be 
subtracted from data which a Dee es AE a ee rand 
pertain to exogenous meta- : 


Fig. 3. Effect of cyanide on the respiratory dis- 


bolism. This conclusion has similation of succinate by R. rubrum 
(5 wmol succinate; cells starved 2 days). 


been drawn from an examina- 
tion of the internal consis- 
tency of a mass of data, of eee 

which one example is presen- fate 197 o— starved 2 to 7days 
ted in Table 2 (I). The data in “x Fateg|_\ - 
this table represent a single 
run in which unstarved cells 
were exposed to varying con- 
centrations of cyanide (dark; 


7 0 . 4. 0 = ss 
gas phase air + 3 /o CO,; sub : ox axto* ax x00* 
strate sodium succinate). The Cyanide Conc. (Molar) 
number of moles of O, utilized Fig. 4. Rate of succinate decomposition vs. cyanide 


per mole of succinate decom- concentration; respiration in R. rubrum. 


posed is listed in column “a” 

uncorrected; in column “‘a-end.”’ corrected for simultaneously measured 
endogenous oxygen uptake. The rate “r’’ represents wmol succinate 
decomposed per hour, per ml cells. A correction for endogenous respi- 
ration is clearly inappropriate here. 

On the other hand, when the exogenous metabolism is proceeding 
slowly, the endogenous is not entirely suppressed, as can be seen from the 
data in Table 2 (II, V). These data represent two runs, similar to the one 
just described except that the cells were starved for two days (“IT’’) and 
seven days (‘‘V’), respectively. Here a correction for endogenous 


— tes 
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respiration is necessary, at least for the cases where the cyanide concen- 
tration is greater than 0.5 x 10-4 m, since the values of “a” for these cases 
are greater than the theoretical maximum of 3.50 (representing complete 
oxidation of 1 mole of succinate to CO, and H,0). 


Table 2. Effect of cyanide on the respiratory dissimilation of succinate by R. rubrum 


(explanation in text). . 
we eS eee eee 
Cyanide Conc., r a a—end, 
Molar x 10¢ 
See ee ee ee ee eee 
ee WNoti Starved ..9. - quien tl -memeenie ane 0 70 1.68 | 1.08 
0.8 60 1.74 | 1.00 
1.5 23 1.72 |-0.36 
TieaStarved)2 days is. sean oem en uret 0 14 2.06 | 2.02 
0.5 8 2.80 | 2.10 
1.0 4 3.86 | 2.38 
2.0 2 5.68 | 2.92 
Ii oe 0 21 2.08 ; 1.81 
0.3 18 2.24 | 1.96 
0.5 16 2.34 | 2.06 
0.8 ll 2.48 | 2.08 
1.2 6 2.88 | 2.06 
2.5 2 3.28 | 2.08 
TLV POtarved 4. Gays cab iicms sicily ls) eels 0 10 2.20 | 1.96 
0.8 3.5 | 2.52 | 2.12 
1.5 2 2.92 | 2.14 
Vag Starved-7 da yaertcr cr atric. ae 0 5.5 | 2.60 | 1.94 
0.8 2.1 | 4.14 | 2.18 
1.5 12 | 8.6 3.46 


These findings are consistent with the observations of many investi- 
gators, employing a wide variety of organisms (VAN NIEL and CoHEN 1942, 
DovpororF 1940, BARKER 1936). 

In discussing the influence of cyanide upon the overall reaction for the 
respiratory dissimilation of succinate by R. rubrum, we shall present the 
data with and without a correction for endogenous respiration, leaving 
the choice to the discretion of the reader. These data are to be found in 
Table 2 (I to V). They reveal that, however we choose to treat the 
endogenous metabolism, an increased cyanide concentration leads to a 
greater utilization of oxygen, per mole of substrate, and hence a lower 
“percent carbon assimilation” (see the preceding section). At concen- 
trations of cyanide of 0.0005 m and greater the oxidation of substrate is 
suppressed entirely; hence we cannot explain this effect in the way 
proposed by Syrerr (1951), who observed a similar phenomenon when 
studying the metabolism of glucose by Chlorella vulgaris. Syrerr 
supposed that a cyanide-sensitive oxidation of glucose was coupled 
energetically with the assimilation of carbon by the cells, while a cyanide- 
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insensitive mode of oxidation was not so coupled. In such a case cyanide 
would decrease the rate of oxidation of glucose and at the same time 
increase the fraction of glucose which was oxidized by O,. In our case 
there is no evidence for the existence of a cyanide-insensitive mode of 
oxidation of succinate by oxygen. We can suppose that in addition to the 
well known action of cyanide upon cytochrome oxidase, by which the 
reduction of O, is blocked, the reagent interferes with the transfer of 
energy from the oxidative to the assimilatory pathways. Alternatively, 
eyanide may inhibit the assimilatory process directly, and more power- 
fully than it inhibits the reduction of O,. 


IV. Effects of 2, 4-Dinitrophenol, Methylene Blue, 
and Triphenyl Tetrazolium Chloride. 


Rates of photosynthesis and respiration by R. rubrum, in the presence 
of varying concentrations of the reagents mentioned in the title of this 
section, were examined. The 
substrate employed was sodium 
L-malate. In experiments design- 
ated “‘light, N,” the intensity 10 
of illumination was about five 


125 


it igh FF y N 2 
e — 24—Dinitrophenol 
o-Methylene Blue 
tas —Tetrazolium 


times that required for satur- a 
ation of photosynthesis and the & 2 
gas phase was N, + 3% CO,.In YF 
those designated “‘light, air’ the iS 50 


same illumination was employed, 
while the gas phase was air + 3% 
CO,. The description ‘dark, air”’ 
means zero illumination and air 


+ 3%, CO, in the gas phase. The 0 


oo) 


0 125, PS) B75) 10 125 
rates plotted in figures 5 to 11 Drug Cone. (Molar x 1000) 
are defined as follows: Fig. 5. Effects of dinitrophenol, methylene blue, and 
r = (rate of substrate decomposi- tetrazolium on the photosynthetic decomposition of 


tion in presence of reagent) ~ (rate BEM AG Les 


in absence of reagent). 


re = (rate of carbon assimilation in presence of reagent) + (rate in absence 
of reagent). 
ro = (rate of oxygen uptake in presence of reagent) + (rate in absence of 


reagent for the case ‘‘dark air’’). 

Figure 5 shows the relative rates of substrate decomposition for the 
case “‘light, N,’’ at various concentrations of the three reagents employed. 
The rate is zero for concentrations of 2,4-dinitrophenol greater than about 
0.0015 m (estimated by extrapolation), for concentrations of methylene 
blue greater than 0.0002m, and for concentrations of tripheny] tetrazolium 
chloride greater than 0.00075 m.-A stimulating effect is to be noted for 
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tetrazolium at concentrations of about 0.0002 m; such an effect may have 

escaped detection in the case of methylene blue. 
Since methylene blue and tetrazolium are easily reduced, one might 
expect them to compete with CO, as hydrogen acceptors in photo- 
synthesis (see eqn. [4] of the introduction). 


ion % t. Da, 
Be OPUS SRE ONAN Oh ES In such a case the carbon assimilated per 


Anbee arta a4 r r, mole of substrate decomposed would be 
Molar x 1000 diminished by the presence of these drugs. 
0 1.0 1.0 The data of at least one experiment indicate 
0.25 1.05 | 0.97 that this was the case (Table 3). 
Hae oa Me Figures 6 and 7 show the effects of 2,4- 


dinitrophenol for the cases “dark, air” 
and “‘light, air’, respectively. In the dark there is a stimulation of 
oxygen uptake at dinitrophenol concentrations near 0.0004 m, but 
the rate of carbon assimilation declines steadily as the concentration of 
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Rates (see text) 


% 25 5 75 10 1.25 25 s 75 10 125 
Dinitrophenol Conc. (Molar x 1000) Dinitrophenol Conc. (Molar x 1000) 
Fig. 6. Effect of 2,4-dinitrophenol on the Fig. 7. Effect of 2,4-dinitrophenol on the mixed 
respiratory decomposition of L-malate photosynthetic and respiratory decomposition 
by R. rubrum. of L-malate by R. rubrum. 


! 
the drug increases. At concentrations of 0.001 m and greater the assi- 
milation of carbon is suppressed entirely, but the oxidation of substrate 
continues at a low rate. These results are in agreement with the current 
idea that dinitrophenol inhibits the transfer of energy from oxidative to 
assimilatory pathways, interfering with the storage of energy in “high- 
energy phosphate bonds’. In the light we find a marked resistance to the 
inhibitory action of dinitrophenol; at a concentration of 0.001 m the rate 
of substrate decomposition has declined by only 20% and the rate of 
carbon assimilation is still about half its maximum value (compared 
with one tenth and zero for the cases “‘light, N,” and ‘dark, air’’). In the 
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absence of dinitrophenol no uptake of oxygen is observed, in accord with 
the findings of vAN NIE (1941); the substrate is oxidized solely by the 
oxidizing fragment (OH) formed in photosynthesis. The uptake of O, in 
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Fig. 8. Effect of methylene blue on the 
respiratory decomposition of L-malate 
by R. rubrum. 
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Fig. 11. Effect of triphenyl tetrazolium chloride 
on the mixed photosynthetic and respiratory 
decomposition of L-malate by R. rubrum. 


the presence of the drug suggests that photosynthesis has been suppressed 
to the point that oxygen can compete significantly with (OH) for oxi- 


dation of the substrate. 


The influences of methylene blue and tetrazolium in the cases “dark, 
air” and “light, air” are shown in Figures 8, 9, 10 and 11. In the dark all 
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metabolic activity is suppressed at concentrations of 0.001 m of these 
drugs. In the light the same concentration is sufficient to suppress carbon 
assimilation, but oxidation of the substrate proceeds at a moderate rate. 
These effects are discussed in Section VI. 


V. Comparison of the Metabolism of Rhodospirillum rubrum, 
Rhodopseudomonas spheroides, and Rhodopseudomonas capsulatus. 


The three organisms listed above were allowed to metabolize pyruvate 
in the presence of air + 3° CO, in the dark and under strong illumina- 
tion (about five times the saturating intensity for photosynthesis). The 
uptake of oxygen was nearly suppressed by this degree of illumination in| 
the case of R. rubrum, as we have found before. With the other two 
organisms, however, oxygen was consumed at high rates in the light. 
Specifically, the ratio (rate of O, uptake in light) ~~ (rate of O, uptake in 
dark) was found to be 0.04 for R. rubrum, 0.71 for R. spheroides, and 0.69 
for R. capsulatus. In the case of the two latter organisms, it appears that O, 
can compete successfully with (OH) for oxidation of the substrate (see_ 
eqns. [1] and [3] of the introduction), while this is not true in the case of 
R. rubrum. These results are in agreement with findings of KamEN and 
VERNON (1954) on the relative activities of “cytochrome dark-oxidase” 
and ‘‘eytochrome photo-oxidase” in R. spheroides; the dark oxidase of 
R. spheroides is relatively more active than that of R. rubrum, when 
compared with the activity of the photo-oxidase. 


r 


VI. Discussion. 

Some aspects of the effects of methylene blue, triphenyl tetrazolium 
chloride, and 2,4-dinitrophenol remain to be discussed. 

The failure of dinitrophenol to suppress metabolism in the light, in the 
presence of air (compared with its effects in the cases “‘light, N,”’ and 
“dark, air’) might be accounted for if we suppose that the drug is denatu- 
red through a photochemical oxidation by O,. There is no evidence, 
however, that such a reaction occurs, nor is there evidence for any other 
explanation. 

The mechanisms by which methylene blue and tetrazolium inhibit 
metabolism are not well known. The effect of methylene blue is much 
more pronounced in the absence of air than in its presence (compare 
Figures 5, 8 and 9); in Fig. 5 (light, N,), metabolism is suppressed com- 
pletely by 0.0002 m methylene blue. Fig. 9 reveals a rapid drop in the rate 
of carbon assimilation between concentrations of 0 and 0.0002 m for the 
case “‘light, air’, coupled with a rapid rise in the rate of oxygen uptake, 
suggesting that in this case also photosynthesis has been largely inhibited 
at a concentration of 0.0002 m. An obvious explanation of this powerful 
inhibition of photosynthesis would be that methylene blue competes with 
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(OH) as hydrogen acceptor in the oxidation of the substrate, or with Co, 
as the acceptor of hydrogen from the reducing substance (H). In that case 
the methylene blue would be converted to its colorless reduced form, un- 
less air were present to reoxidize the reduced drug. Since bleaching of 
methylene blue was not observed in illuminated suspensions, the fore- 
going explanation is insufficient. 


The less striking inhibition of respiration by methylene blue and by 
tetrazolium is undoubtedly due in part to the fact that these drugs serve 
as hydrogen acceptors in the oxidation of the substrate, circumventing 
the cytochrome system and thus preventing the storage and transfer of 
the energy yielded in the oxidation. Both drugs are rapidly converted to 
their reduced forms by suspensions kept in the dark, if their concen- 
trations are less than about 0.001 m and if air is excluded in the case of 
methylene blue. The acceptance of hydrogen from the substrate is not, 
however, the only mechanism by which these drugs inhibit respiration; if 
their concentration exceeds 0.001 m the substrate is oxidized neither by 
O, nor by the drug, in the absence of light. 

As in the case of dinitrophenol, the inhibition of metabolism by 
methylene blue and by tetrazolium is less effective when both light and 
air are present; again no convincing explanation suggests itself. 

It should be noted that it is only the oxidation of the substrate and not 
the assimilation of carbon that proceeds in the light, with air, at concen- 
trations of methylene blue or of tetrazolium greater than 0.001 m. Since 
this oxidation is attended by the uptake of oxygen we can assume, at 
least for the case of tetrazolium, that O, acts as hydrogen acceptor and 
hence that the cytochrome system could be operating (the reduced form 
of tetrazolium is stable in air). 


VU. Summary. 

1. A manometric technique is described which permits simultaneous 
determination of alkali formation, oxygen uptake, and carbon dioxide 
assimilation. 

2. Overall reaction equations were obtained for photosynthesis and for 
respiration by Rhodospirillum rubrum, using a variety of organic sub- 
strates. The coefficients in the equations describing these reactions varied 
widely with the physiological condition of the bacteria. 


3. The influence of cyanide upon the respiratory metabolism of 
succinate by R. rubrum was investigated. In the presence of cyanide the 
rate of substrate decomposition was reduced but the oxygen uptake per 
mole of substrate was increased. Exogenous metabolism was suppressed 
entirely by 5 xX 10-4m cyanide. Endogenous metabolism was absent 
only when the exogenous metabolism was proceeding vigorously. 
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4. The action of methylene blue upon respiration and photosynthesis 
in R.rubrum was studied, using L-malate as substrate. Photosynthesis (in 
the light, without air) was suppressed completely by 2 x 10~* m methy- 
lene blue. Respiration (in the dark, with air) persisted at concentrations 
up to 10-3 m. In the presence of both light and air, with 10-* m methylene 
blue, assimilation of carbon was prevented but oxidation of the substrate 
continued at a moderate rate. 


5. The influence of triphenyl tetrazolium chloride was studied, again 
using L-malate as substrate. Photosynthesis (light, no air) and respiration 
(dark, air) were prevented by 10-* m tetrazolium; at this concentration 
the oxidation of substrate, but not the assimilation of carbon, proceeded 
at a moderate rate if both light and air were present. This oxidation could 
have proceeded largely through the cytochrome oxidase system, since 
oxygen and not tetrazolium was the predominant hydrogen acceptor. 


6. The action of 2,4-dinitrophenol was studied under conditions 
similar to the foregoing. Rates of photosynthetic (light, no air) and 
respiratory (dark, air) metabolism of L-malate were reduced to about one 
tenth their maximum values by 10-3 m dinitrophenol. With both light 
and air present this concentration of dinitrophenol reduced the rate of 
substrate decomposition only to 80% of its maximum value, and the rate 
of carbon assimilation was reduced only 50%. 


7. In bright light (about five times the saturating intensity for photo- 
synthesis), in the presence of air and sodium pyruvate, no uptake of 
oxygen by R. rubrum was observed; the metabolism was entirely photo- 
synthetic. With Rhodopseudomonas spheroides and R. capsulatus, oxygen 
was consumed in the light at a rate about 70% of the maximum (dark) 
rate. 
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Rhodospirillum rubrum in the dark carries out a respiratory meta- 
bolism; the oxidation, by O,, of an organic substrate provides energy 
which is needed for anabolic processes. In strong light the metabolism is 
strictly photosynthetic; the organic substrate donates hydrogen to an 
oxidizing substance produced in photosynthesis, and no uptake of oxygen 
is observed. These processes have been discussed in detail in an earlier 
paper (CLAYTON 1955); one can anticipate that in weak light a compe- 
tition will exist between photosynthetic and respiratory metabolism: 
hydrogen from the substrate will be transferred partly to the oxidizing 
substance of photosynthesis and partly to molecular oxygen. The purpose 
of the present paper is to describe this competition quantitatively. 


I. Methods, Treatment of Results. 


To determine simultaneously the rates of photosynthesis and respiration, one 
must measure the rates of substrate disappearance and oxygen uptake in meta- 
bolizing suspensions of the bacteria. 

Two complications immediately present themselves. First, there is a possibility 
that oxygen might be utilized in ways other than through the oxidation of the sub- 
strate (e. g., reduced by the reducing substance formed in photosynthesis). It has 
been demonstrated (CLayToN 1955) that this possibility can be discounted, provided 
that endogenous respiration has been attenuated by a suitable starving regime 
(48 hours’ aeration without substrate). 

A second complication arises if the overall reaction for respiration is altered when 
photosynthesis occurs simultaneously. A check on this possibility is obtained if one 
measures not only the rates of substrate disappearance and oxygen uptake, but also 
the rate at which CO, is assimilated or evolved, and the amount of organic carbon in 
the residual extracellular liquid (after the substrate has been exhausted). It was 
found that this second complication did not arise. In every case there was no residual 
organic carbon, and the exchanges of CO, and O, which attended the utilization of a 
given quantity of substrate could be compounded from the overall reactions for 
photosynthesis and respiration, as determined separately. 

Suitable experimental techniques, based upon WARBURG-BAROROFT manometry, 
have been described fully in an earlier paper (CLAYTON 1955). 

The independent variables in these experiments were intensity of illumination 
and oxygen tension. At intensities of light below the saturating value, the rate of 
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photosynthesis is limited by the rate at which light quanta are absorbed in the 
organism. Similarly, at oxygen tensions below a saturating value, the rate of oxygen 
uptake is limited by the rate at which molecules of the gas diffuse from the vapor phase 
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Fig. 1. Auxiliary apparatus for measuring 
metabolic rate in Rhodospirillum rubrum. 
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into the liquid phase and thence into the 
cells themselves. In order that the data of 
different experiments could be compared, 
despite variations in the condition of 
the bacteria, each experiment was accom- 
panied by a determination of light satura- 
tion (in the absence of oxygen) and of 
oxygen saturation (in the dark). Light 
intensities and oxygen tensions were then 
referred to these saturating values. 


Oxygen tension was controlled by in- 
cluding various percentages of air in the 
gas phases of the reaction vessels; the fre- 
quency of shaking of the vessel was con- 
trolled to within 0.59%. This rather crude 
method of adjusting the oxygen tension 
is open to two objections. First, the aera- 
tion of the liquid was not sufficient to 
ensure that the dissolved oxygen was 
practically in equilibrium with the gas 
phase, when oxygen was being removed 
by the bacteria. Second, an 
appreciable fraction of the 
oxygen provided initially 
(up to 30%) was utilized 
during the course of an ex- 
periment, so that the data 
for a single experiment 
represented averages in a 
changing situation (since 
substrate concentration was 


aie 


not a limiting factor, the 
exhaustion of substrate did 
not lead to a similar obje- 
ction). 

To meet these objections, _ 
an auxiliary technique was 


% 


Rate of Substrate Disappearance, r (fraction of 


0 hs 4 6 a 
Oxygen tension, C. (fraction of saturating valve) mander Benjamin R. Pr- 
Fig. 2. Rate of substrate decomposition vs. oxygen tension for TRIE, who developed the 


R. rubrum in darkness. 


employed by which the oxy- 
gen tension could be control- 
led more satisfactorily. The 
10 72 author is indebted to Com- 


instrumentation and execu- 
ted all of the experiments 


involving this auxiliary method. In this method, illustrated in Fig. 1, the 
suspension of bacteria was held in a sintered glass funnel through which a given 
mixture of gases could be bubbled. Owing to the fine porosity of the funnel, the 
aeration of the suspension was much more thorough than in the Warburg vessels. 
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Furthermore, the composition of the gas (N, + air) remained constant with the 
passage of time. The utilization of substrate (sodium succinate in this case) 
was followed by means of a py meter which measured the attendant rise in alkali- 
nity; the py was held constant through the addition of HCl, and the rate of sub- 
strate decomposition was equated to the rate at which acid was added. By employing 
various mixtures of air and nitrogen, an “oxygen saturation curve” could be ob- 
tained. The preparation was kept in the dark, so that the rate of substrate decom- 
position reflected the rate of respiratory metabolism. Curves obtained in this manner 
were identical, within the limits of experimental accuracy, with corresponding 
curves obtained by the Warburg technique, as can be seen in Fig. 2. In this figure 
the ordinate “‘r” is the rate of substrate decomposition divided by the maximum 
rate (with 100% air), and the abscissa “‘C”’ is the oxygen concentration divided by 
the saturating oxygen concentration. Judging from Fig. 2, the limitations involved 
in the manometric technique are not serious. 


The substrate employed in all of the manometric experiments was 
sodium acetate. 


To promote thorough aeration and to avoid excessive shading, the bacteria were 
suspended to a density of only 0.01 ml cells/ml suspension. The problem imposed 
by shading was nevertheless awkward. The absence of an abrupt break in the light 
saturation curves (see Fig. 3) indicates that over a considerable range of light 
intensities some of the bacteria in a reaction vessel were saturated with light while 
others received less than the saturating intensity. 


Methods for determining the average light intensity in such suspensions have 
been described in an earlier paper (CLAYTON, 1953). By “average light intensity” 
we mean an integration, over the entire volume of suspension, of the local intensity I, 
in the element of volume dv, thus: 


Lave. => eet (in dv, 
Uv 
v 


provided that the bacteria are distributed uniformly in the suspension. 


The light intensity which is saturating when incident upon a single “‘average”’ 
bacterium is determined as follows (Clayton, 1953): Data for a saturation curve 
are plotted, using average light intensity as the abscissa. The straight portions of 
the curve are extrapolated to their intersection (as in Fig. 3). The value of the 
abscissa at this intersection equals the saturating intensity we have just described. 

In all subsequent references to “light intensity’, we shall mean 
“average light intensity’. 

Let us examine now the influence of shading upon the uptake of oxygen 
by suspensions of R. rubrum. Suppose that a light intensity I, is just suffi- 
cient to prevent oxygen uptake in a single bacterium. Let two sus- 
pensions be exposed to an average intensity equal to I, : the first infinitely 
dilute (no shading) ; the second dense. Throughout the first suspension the 
local light intensity will be I,, and no oxygen will be consumed. In the 
second suspension the local light intensity will be greater than I, in some 
regions and less in others. In those regions where it is less, some oxygen 
will be taken up. Thus a denser suspension will yield data suggesting a 


greater degree of respiration, at any given average light intensity. 
14* 
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It is left to the reader to take the foregoing effect into account when 
evaluating the data of this article. The suspensions used were of the same 
density (1° by volume) in all experiments. 

The results and the interpretation of a typical experiment are as 
follows: In the absence of oxygen, the light saturation curve (rate of 
substrate decomposition vs. light intensity) of Fig. 3 was obtained; the 
saturating light intensity for photosynthesis was found to be 3.6 arbitrary 
units. In the dark, the rate of substrate utilization varied with oxygen 
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Fig. 4. “Oyxgen saturation curve” for R. rubrum 
(one experiment). 


Fig. 3. “ Light saturation curve”’ 
for R. rubrum (one experiment). 


tension as shown in Fig. 4; the saturating oxygen concentration corre- 
sponded to 24% air in the gas phase. In four reaction vessels the light 
intensity was 0.6 arbitrary units or 0.165 times the saturating value 
(I = 0.165), and the following four oxygen concentrations were employed: 
1) 0% air (C = 0); 2) 10% air, or 0.42 times the saturating value (C 
= 0.42); 3) 20% air, or 0.83 times the saturating value (C = 0.83); 
4) 100% air, or 4.2 times the saturating value (C = 4.2). A fifth vessel 
was kept in the dark, with 100% air, and a sixth, with no air, was 
exposed to a succession of light intensities in the course of obtaining a 
light saturation curve. For these six cases, the utilization of 10 ~mol 
acetate required various times and involved various quantities of gas 
exchange; these are shown in Table 1. No residual extracellular organié 
carbon was found. The overall equations for respiration and photo- 
synthesis, obtained from vessels 5 and 6, were: 


CH;COOH + 1.15 O, > 1.26H,O + 1.26CO, + 0.74 (CH,0.,,) 
and CH,COOH — 0.28H,O +- 0.2800, + 1.72(CH,O.¢.), respectively. 
The respiratory utilization of 10 umol acetate involved the uptake of 
11.5 wmol O,. In vessel 2, 8.0 wmol of O, were consumed; it was concluded 
that of the 10 wmol acetate decomposed, (srs) x 10 or 7.0 wmol were 


decomposed through respiration, and the remaining 3.0 wmol through 
photosynthesis. The anticipated evolution of CO,, based upon the 
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separate overall reactions, would then be (7.0 x 1.26) + (3.0 x .28) or 
9.6 wmol, in good agreement with the observed value of 9.8 wmol. A 
similar treatment of the remaining data yielded the results shown in the 
third column of Table 2, in which “(%),” means the percent of the sub- 
strate which was utilized in respiration. The data were also processed 
to yield the rate at which substrate was oxidized and the rate at which 
carbon was assimilated by the cells. Thus, in vessel 2 the exhaustion of 


Table 1. Data from a typical experiment (explanation in text). 


time requi 
Vessel I Cc Sttaeet 10 panol ae es eee ee 
ne 10 wmol substrate substrate 
min, 
1 0.165 0 600 0 2.7 
2 0.165 0.42 200 8.0 9.8 
3 0.165 0.83 135 9.5 11.3 
4 1.165 4.2 128 9.8 11.2 
5 0 4.2 128 11.5 12.6 
6 Varied 0 0 2.8 
Table 2. Results of a typical experiment (explanation in text). 
ee ee Oe) 
0.165 0 0 1.0 1,72 
0.165 0.42 70 3.0 3.06 
0.165 0.83 83 4.4 3.84 
0.165 4.2 85 4.7 4.14 
0 4.2 100 4.7 3.48 
Varied 0 0 4.9 8.43 


10 uwmol substrate required 200 minutes, so that the rate of substrate 
oxidation was (soo) x 10 or 3.0 wmol per hour. The disappearance of 


10 wmol substrate (containing 20 wg-atoms of carbon) was accompanied 
by the evolution of 9.8 wmol CO,, so that the net carbon assimilated by 


the cells (in 200 minutes) was 20—9.8 or 10.2 wg-atoms. The rate of 


60 


carbon assimilation was thus (sor) x 10.2 or 3.06 wg-atoms/hr. These 


rates appear in the last two columns of Table 2 under the headings r 
(substrate oxidation) and r (carbon assim.), respectively. 


II. Results. 
The results of these investigations are presented in Figures 5 to 11; 
we shall now describe these figures in turn. 
Figure 5 is a compilation of all the light saturation curves, obtained 
with preparations from which air was excluded. The oxygen saturation 
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curves (dark; various oxygen concentrations) have already been compiled 
in Fig. 2. The ordinate in Fig. 5 is the rate of substrate disappearance, 
expressed as a fraction of the maximum value attained in bright light. 


10 1s 2.0 2g 


[ioe 


Fig. 5. Rate of substrate decomposition vs. light intensity 
for R. rubrum in absence of air (symbols explained in text). 


The abscissa is the light 
intensity divided by the 
saturating light intensity, 
as found in each individual 
experiment represented in 
the figure. 

In Figure 6, the abscissa 
is the oxygen tension, OC, 
as defined earlier (fraction 
of the saturating value); 
the ordinate, (%),, is the 
percent of the substrate uti- 
lized through respiration, 
The various curves pertain 


to different light intensities, I (fraction of saturating value). Fig. 7 is 
constructed from Fig. 6 by obtaining the points at which vertical lines 
(representing constant C) intersect the various curves. The curves of 


Fig. 6. Fraction of substrate utilized in respira- Fig. 7. Fraction of substrate utilized in respira- 
tion vs.oxygen tension at various light intensities, tion vs. light intensity at various oxygen tensions, 
for R. rubrum (see text). 


for R. rubrum (see text). 


4 5 


Fig. 8. Rate of substrate disappearance ys. oxygen tension at various light intensities, for R. rubrum 


(see text). 
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Fig. 7 are curves of constant C; the parameters I and C have been inter- 
changed. This figure illustrates the way in which respiration is displaced 
by photosynthesis at the higher light intensities. 


In Figure 8 we present the manner in which rate of substrate oxidation 
depends upon oxygen tension; each curve refers to a different intensity 
of illumination. At the intensity I = 0 we have the oxygen saturation 
curve of Fig. 2 (lower 
solid line in Fig. 8). At Symbols as in Fig. 
the highest light inten- [=0 
sities the (maximal) rate 
is nearly constant. The 
ordinate “‘r’’ isthe rate of t 
substrate disappearance 7> 
divided by the rate 
measured in the dark 
with 100% air. 

In Fig. 9 and 10 are 


represented the effects 


of different light inten- Fig. 9. Rate of respiratory utilization of substrate vs. oxygen 
tension at various light intensities, for R. rubrum (see text). 


sities on the respiratory 
utilization, and of diffe- 
rent oxygen tensions 
on the photosynthetic 
utilization of the sub- 
strate, respectively. The 
ordinate r, of Fig. 9 is 
the rate of substrate dis- 
appearance via respira- 
tion; i.e., the product of 
r and (%),. Correspond- 
ingly, the ordinate r,,, of 

: ; 100 — (%)r |. 
Fig.10 isr [| 5 


pete multiplied by per Fig. 10. Rate of photosynthetic utilization of substrate vs. oxy- 
cent decomposed vila gen tension at various light intensities, for R. rubrum (see text). 


photosynthesis. 

Fig. 11 is similar to Fig. 8, except that the rate of carbon assimilation, 
rather than that of substrate disappearance, is examined. The ordinate 
r, is the rate at which carbon is assimilated by the cells, divided by that 
which prevails in the dark with 100% air. Since the phototrophic utili- 
zation of a given amount of substrate leads to a greater assimilation of 
carbon than does its respiratory utilization, r, attains values considerably 
greater than unity when light is present. 


Ry ymbols as in "Fig. 8 
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III. Discussion. 

The most conspicuous feature of the foregoing results is the preferential 
utilization of substrate through photosynthesis. At light intensities well 
above saturation there is no uptake of oxygen and hence no respiration, 
even under concentrations of oxygen far above the saturating value (as 
measured in the dark). This can be understood in terms of the kinetics 
of the reactions involving the cytochrome oxidases (CLAYTON, 1955). 
One of these, the “dark oxidase’’, mediates the transfer of hydrogen from 


% 7 2 3 4 5 
Cfo 
Fig. 11. Rate of carbon assimilation vs. oxygen tension at various light intensities, for R. rubrum 
(see text). 


substrate to oxygen, via bacterial cytochrome; the other (“‘photo-oxi- 
dase”) mediates the transfer of hydrogen from substrate to the oxidizing 
substance “(OH)” formed in photosynthesis, again via bacterial cyto- 
chrome. If the photo-oxidase is much more active than the dark oxidase, 
the transfer of substrate hydrogen will proceed mainly via the former, 
even though the concentrations of O, and (OH) are roughly equal. The 
validtty of this interpretation is borne out by the findings of KamEN and 
VERNON (1954) on the relative activities of the cytochrome oxidases in 
purple bacteria. The photo-oxidase of R. rubrum was found by Kamen 
and VERNON to be much more active than the dark oxidase; the levels : 
of activity of the two oxidases were roughly equal in the case of 
Rhodopseudomonas spheroides. When viewed in this light, the persistence 
of oxygen uptake in illuminated suspensions of R. spheroides (CLAYTON, 
1955) is also to be expected. 

At the higher light intensities, the rate of oxidation of substrate is 
depressed slightly by the presence of air (Fig. 8); this could be the result 
of toxic products of photo-oxidations (oxygen is highly toxic to some 
strains of Rhodospirillum rubrum, such as strain 4). At lower intensities 
of illumination this effect does not appear; if present it is masked by an 


increased oxidation of substrate by O,. 
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The carbon assimilated per mole of substrate utilized is less in respira- 
tion than in photosynthesis, so that any displacement of the latter process 
by the former leads to a decrease in the rate of carbon assimilation. This 
effect reinforces the toxic effect of photo-oxidations; thus the curves of 
Fig. 11 (rate of carbon assimilation) are depressed more strongly at high 
oxygen tensions than the corresponding curves of Fig. 8, to the extent 
that some of the curves exhibit a maximum at an intermediate oxygen 
tension. These results are of interest in the interpretation of aerotactic 
responses of R. rubrum, which will be treated in a forthcoming article. 


Summary. 

In the presence of both light and air, the metabolism of Rhodospirillum 
rubrum can be partly respiratory and partly photosynthetic. The relative 
rates of these modes of metabolism have been measured at a variety of 
light intensities and oxygen tensions. 


Acknowledgments. The author is indebted to Commander Brnsamin R. PETRIE 
for his assistance in the work described in this article. This work has been sup- 
ported in part by the Office of Naval Research. 


References. 
_ Cuayton, R. K.: Arch. Mikrobiol. 19, 125 (1953). — Photosynthesis and Re- 
spiration in R. rubrum. Arch. Mikrobiol. 22, 180 (1955). — Kamen, M. D., and L. 
P. Vernon: J. of Biol. Chem. 211, 663 (1954). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 22, S. 204—213 (1955). 


(From the U. S. Naval Postgraduate School, Monterey, Calif.) 


Tactic Responses and Metabolic Activities in 
Rhodospirillum rubrum. 


By 
RODERICK K. CLAYTON. 


With 6 figures in the text. 
(Hingegangen am 4. Marz 1955.) 


Since its formulation in 1948, the hypothesis of ManrEn (1948), that 
a phototactic response of Rhodospirillum rubrum is associated with a 
decrease in the rate of photosynthesis, has received convincing support 
through investigations of action spectra (THomas, 1950; CLayTon, 1953a) 
and of saturating light intensities (CLAyToN, 1953b; THomas and NiJEN- 
HUIS, 1950). Since the response displays the effect of accommodation 
(CLAYTON, 1953c), it must be associated with a transient disturbance 
which accompanies an abrupt decrease of metabolic rate, and not with 
the long-term effects of such a decrease. The hypothesis has been ex- 
tended to include a connection between aerotaxis and respiration (CLAY- 
TON, 1953b), but it has not yet been generalized to the extent that 
the combined effects of simultaneous photosynthesis and respiration 
are considered. 

If the foregoing ideas are correct, we might ultimately be able to 
identify the specific compound, involved in the metabolic processes, 
which serves as a trigger for the initiation of a tactic response when its 
concentration exceeds some critical value. It might also become possible 
to specify the nature of the reaction whereby this compound is altered 
or removed, and thus to implicate a second compound as associated with 
the tactic response. These substances would correspond to the stimulat- 
ing and inhibitory agents postulated in the mathematical theories of 
Hix (1936) and RasHevsKy (1933); these theories are as successful in 
describing bacterial taxes as they are in treating the excitation of nerve 
(CLAYTON, 1953). Unfortunately we have not yet progressed to this 
stage. Our experiments have, however, established a more general asso- 
ciation between taxis and metabolic activity than has been formulated 
in the past. 

The purpose of the present article is to describe some new observations 
on the tactic responses of R. rubrum, and to explore the consequences of 
the following hypothesis: “A tactic response of R. rubrum is mediated 
by a transient disturbance which accompanies a decrease in the rate of 
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(respiratory plus photosynthetic) metabolism.” The effects upon photo- 
taxis and aerotaxis of methylene blue, triphenyl tetrazolium chloride, 
and 2,4-dinitrophenol are also described. 


I. Methods. 


Tactic responses were observed in the manner described in earlier papers (CLAY- 
TON, 1953a, b): a suspension of the bacteria was held in a disc-shaped cavity, 1 cm 
in diameter and 44 mm thick, formed by joining with vaseline a microscope slide, 
a spacing ring, and a cover glass. The preparation was exposed to a field of illumi- 
nation which was uniform except for a central bright cross; phototaxis was evi- 
denced by the accumulation of bacteria in the bright cross (Fig.1; symbols ex- 
plained in a subsequent paragraph). Aerotaxis was observed by introducing a 
small air bubble into the preparation and noting the subsequent distribution of 
bacteria in the neighborhood of the bubble. 


To a 
— similar 
unit 


Fig. 1. Illuminating device (explanation in text). 


The rate of photosynthesis could be measured in such preparations by tinting 
the suspension with phenol red. The rise in alkalinity which accompanies photo- 
synthesis with most substrates led to an easily observed change in color from amber to 
deep red; the presence of the pigmented bacteria did not obscure this effect seriously. 
By reference to a graded set of buffers containing phenol red, at py values ranging 
from 6.8 to 8.4, the px of the suspension could be estimated within two tenths of 
a unit. In most cases the pg of a preparation in bright light rose from 6.8 to 8.4 in 
the course of about one half hour. The advantage of this technique was that photo- 
taxis and photosynthesis could be followed in one and the same preparation, while 
aerotaxis could be observed in an identical preparation. The presence of phenol red 
in the concentration employed had no observable effect on the tactic responses, 
and in a manometric experiment, performed as described in an earlier paper (CLAY- 
TON, 1955a), no effect upon the metabolism could be detected. The technique could 
not be used with such substrates as pyruvate, ethanol, and glucose, the utilization 
of which is not attended by a rise in alkalinity (in the case of pyruvate the liberation 
of alkali is offset by the evolution of a large amount of carbon dioxide). 

R. rubrum was grown and adapted to a particular substrate as described in an 
earlier paper (CLAYTON, 1955a); for use in the present experiments the cells were 
then washed and resuspended to a density of 0.02 ml cells per ml suspension in the 
following medium (in each experiment the substrate was the sodium salt of an 
organic acid): Substrate 0.0075 m; Na,HPO,/KH,PO, 0.0001 m; HCI less than 
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0.0001 m; phenol red 0.0001 m; (NH,),SO, 0.02%; MgCl, 0.01%; CaCl, 0.004% ; 
NaHCO, 0.001%; distilled water balance (final px 6.8). 

A device which provided the field of illumination described earlier is illustrated in — 
Fig. 1. In this figure, ‘1’ is a conventional 100 watt lamp, “c’”’ is a condensing lens of 
4 inches diameter and 7 inches focal length, “‘m” is an ordinary rear-surface mirror, 
‘a? ig an attenuator in the form of a uniformly exposed photographic plate (a large 
set of these was calibrated in the course of earlier experiments), “‘p’’ is the prepara- 
tion of bacteria, and ‘‘f”’ is a microscope slide bearing a thin deposit of aluminum. 
The aluminum coating was partly removed, so as to leave a clear cross-shaped 
area which transmitted 20% more light than the rest of the slide. The limbs of the 
cross were 1 mm wide. Eight of the units shown in Fig. 1 were operated in parallel 
from a single voltage regulator; by a suitable choice of attenuators eight different 
light intensities were obtained. The use of a blower prevented significant warming 
of the preparations above room temperature; the temperatures of the various 
preparations did not differ by more than 1° C. 


II. Observations. 

A. General. The exhibition of tactic responses by R. rubrum requires the 
occurrence of metabolic activity and hence the presence of a suitable organic sub- 
strate. In the absence of substrate, a suspension of the bacteria displays feeble 
patterns of accumulation representing infrequent tactic responses. These patterns 


Air 
Bubble 
Dark Dim Light No Air Bubble ; Dim Light 
Dim to Moderate 
Light. 
Moderate Light Moderate Light 


Bright Light Very Bright Light Bright Light 


SOY 
Very Bright Light 
Fig. 2. Aerotaxis of R. rubrum at various light Fig. 3. Influence of oxygen on the phototaxis 
intensities, of R. rubrum. 


are of variable appearance; they impose a problem, in the study of tactic behavior, 
which is analogous to that imposed by endogenous metabolism in the evaluation 
of metabolic experiments. While these ‘‘endogenous taxes” could be eliminated by 
a starving procedure, they did not interfere with the observation of the strong 
“exogenous’’ responses encountered in the present studies; accordingly a regime 
of starvation was not employed. 


The tactic behavior of R. rubrum toward oxygen, in the presence of 
an organic substrate, is shown in Fig. 2. The transition from positive 
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aerotaxis (in dim light) to negative aerotaxis (in bright light) occurs at 
a well-defined “transition intensity’, at which the bacteria favor an 
intermediate concentration of oxygen and thus congregate in a narrow 
band, the so-called “‘spirillum band”. This transition is reversible and 
can be demonstrated repeatedly with a single preparation; the pattern 


which corresponds to a particular light intensity emerges within a few 
seconds. 


The influence of oxygen upon phototaxis is illustrated in Fig. 3, in 
which the stimulating agents are an air bubble at the edge of the pre- 
paration and a strip of bright light across the center, intersecting the air 
bubble. The “very bright light”’ referred to is above saturation for photo- 
taxis; in each case the central strip is 20% brighter than the surrounding 
region. It is seen that phototaxis is suppressed by oxygen at concen- 
trations greater than that which prevails at the boundary of the aero- 
taxis patterns. 


The occurrence or non-occurrence of phototaxis, and the rate of de- 
velopment of alkalinity in the preparations, observed under various inten- 
‘sities of illumination, yielded the saturating light intensities for photo- 
taxis and photosynthesis. 


B. Characteristic Light Intensities. The activities of Rhodo- 
spirulum rubrum are determined in part, as we have seen, by three 
characteristic light intensities: that for saturation of photosynthesis 
(which we shall denote Is), that for saturation of phototaxis (denoted I‘), 
and that which corresponds to a transition between positive and negative 
aerotaxis (denoted I,). These intensities varied considerably (by as much 
as 50%) from one experiment to the next, but their ratios were reprodu- 
cible to the extent permitted by experimental accuracy (i. e., within 
about 20%), in the presence of a particular substrate. The ratios If/T§ 
and I,/I8, in the presence of a number of substrates, are presented in 
Table 1. The unusually high saturating intensity for phototaxis in the 


Table 1. Characteristic light intensities for R. rubrum in the presence of various 
substrates (Hxaplanation in text). 


(Sodium salt) gree T/T Tails 
Acetate 13 1.3 0.7 
Propionate 4 4.2 0.8 
Butyrate 3 1.5 0.6 
Valerate 3 1.7 0.6 
Caproate 3 Ulcer 0.7 
Malate 3 1.7 0.9 
Succinate 3 1.9 1.0 
Fumarate 4 1.8 1.0 
Lactate 3 1.3 0.7 
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presence of propionate, reported in an earlier paper (CLAYTON 1953 b), is 
to be noted. On the whole, the saturating intensity for phototaxis is 
greater than that for photosynthesis, while the transition intensity for 
aerotaxis is somewhat less than, or equal to, Ij. 

C. Effects of Drugs. A previous paper (CLAYTON, 1955a) has reported 
the effects of 2,4-dinitrophenol, methylene blue, and triphenyl tetra- 
zolium chloride on the metabolic activities of R. rubrum. The influences 
of these drugs upon the tactic responses of the organism have also been 
examined; concentrations which were sufficient to suppress phototaxis 
and aerotaxis were found to be approximately the same in replicate 
experiments. These observations are presented in Table 2, together with 


Table 2. Influence of drugs on taxis and metabolism of R. rubrum in the presence of 
L-malate (explanation in text). 


b Light, No Air Light, Air 
Photo- | - 
A Carbon Seat Aerotaxis Carbon Substrate 
‘exis |) Assimi- | oxidation Assimi- | Oxidation 
lation lation ; 

an Os anes + + + ; 
Methylene 0.2. | = | t— se + | + a 
Blue Conc., 0.5 ee ibierns iL. bk aa + + 
Molar x 1000 = -1.0 — a a a ae 
Tetrazolium 0.2 + 4) ith oaks + + EE 
Conc., 0.5 a a + oe ate ae 
Molar x 1000 ‘1.0 — = == — a se 
Dinitrophenol 0.2 | + + a a wie a= 
Conce., 0.5 + aie rmataT ETE JE ee sits 
Molar x 1000 1.0 a ao + ae a3 ie 


a resume of the results (described earlier) pertaining to metabolic acti- 
vities. In all cases the substrate was sodium L-malate. In the columns 
headed “phototaxis” and “‘aerotaxis”, the symbol “‘+-” means a pron- 
ounced tactic response ; ‘‘-+-”’ denotes a barely discernible pattern of accu- 


mulation, and “—”’ refers to the absence of an observable pattern. In 


the columns headed ‘‘carbon assimilation” and ‘‘substrate oxidation’’, the 


rates of these processes are indicated. Here the symbol ““—” denotes zero 


rate, ““-+-”? denotes a rate between zero and one tenth of the maximum 
rate, and “+-” denotes a rate greater than one tenth of the maximum. 
The descriptions “light, no air’ and “light, air’ correspond to the cond- 
itions under which phototaxis and aerotaxis, respectively, were observed. 


The data in Table 2 do not reveal the variability encountered in sepa- 
rate experiments; critical concentrations of the various drugs fluctuated 
by about 30%, in successive experiments, around their approximate 
mean values for all of the experiments. Nevertheless, the data reveal a 
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close parallelism between the possibility of tactic responses and the rate 
of carbon assimilation. There is no such correlation between tactic 
responses and the oxidation of substrate. 


III. Discussion. 

From the data of Table 2 we might infer that the tactic responses of 
R. rubrum are triggered by a reaction which occurs in the anabolic se- 
quence and not in the pathway through which substrate is oxidized. 
This inference would rest upon the fact that under some circumstances 
(in the presence of drugs) tactic responses are abolished and the assi- 
milation of carbon by the cells is entirely suppressed, while disappearance 
of substrate and uptake of oxygen proceed at moderate rates. We must 
allow, however, for the possibility that under these conditions the normal 
oxidative sequence is not operating. If this assumed derangement should 
prevent the transfer of energy to sites of anabolic processes, we would 
observe a suppression of carbon assimilation coupled with an obliteration 
of tactic responses, whether the mediation of taxes proceeded through 
anabolic pathways or through the normal oxidative sequence. 

In any event we have proposed, in our introduction, that a tactic 
response of Rf. rubrum is associated with a decrease in metabolic rate; 
let us see whether the entire set of tactic responses can be understood in 
these terms. The manifestations to be interpreted are as follows: 


1. Positive phototaxis (response to a decrease in illumination) at low 
to moderate light intensities. 

2. Absence of negative phototaxis (response to an increase in illumina- 
tion) under any conditions. 

3. Suppression of phototaxis by oxygen at concentrations greater than 
a critical value. 

4. Positive aerotaxis (response to a decrease in oxygen tension) in the 
dark and in dim light. 

5. The “‘spirillum band’ (response to an increase or to a decrease in 
oxygen tension) at a moderate light intensity. 

6. Negative aerotaxis (response to an increase in oxygen tension) in 
bright light. 

Tf our hypothesis is to be valid, the first three of these manifestations 
require that the rate of metabolism (by metabolism we mean that phase 
which is important in the mediation of taxes) decreases with decreasing 
light intensity under all circumstances, and that this decrease in rate is 
small or non-existent at oxygen tensions above a critical value. The 
fourth manifestation requires that in the dark or in dim light the rate 
of metabolism decreases with decreasing oxygen tension, while the sixth 
requires that in bright light the rate decreases as the oxygen tension 
increases. The fifth in our list of tactic phenomena requires that under 
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moderate illumination the rate of metabolism is maximal at an inter- 
mediate oxygen tension, decreasing if the oxygen tension rises above or 
falls below this intermediate value. Putting all of these conditions to- 
gether we require that a set of curves, depicting rate of metabolism vs. 
oxygen tension, should have more or less the form shown in Fig. 4. 
The rates of carbon assimilation and substrate oxidation have already 
been investigated in their dependence upon oxygen tension and light 
intensity (CLAYTON, 1955b); the results obtained are presented once 


Bright 1 lght 


Rate of Metabolism 


Oxygen Tension 


Fig. 4. Relation between rate of metabolism 

and oxygen tension in R. rubrum (idealized; 

not actual) anticipated from tactic responses 
» (see text). 


more in Fig.5 and 6. In these figures 
rand r, are the rates of substrate oxi- 
dation and of carbon assimilation, 
respectively; I is the light intensity 
divided by the saturating intensity 
for photosynthesis (in the absence of 
air), and C is the oxygen tension, 
referred also to its saturating value 
(in the dark). Comparing Fig. 5 
(oxidation of substrate) and Fig. 6 
(assimilation of carbon) with Fig. 4, 
we find curves exhibiting a maxi- 
mum rate at an intermediate oxygen. 
concentration in Fig. 6 but not in: 


Fig. 5. In all essential respects Fig. 6 resembles Fig. 4, except that the: 
family of curves is not crowded together at the higher oxygen concen- 
trations (as would be required to explain the suppression of phototaxis: 
by oxygen). We can circumvent this discrepancy, of course, if we suppose: 
that tactic responses are suppressed as a result of photo-oxidative pro- 
cesses which do not affect metabolism. Our experimental observations: 
are then consistent with our hypothesis, if we associate the mediation of 
tactic responses with the pathways of carbon assimilation. The agree- 
ment is somewhat less convincing if the mediation of taxes is associated. 


with the oxidation of substrate. 


Let us ask now what substance, known to participate in metabolic 
reactions, is likely to serve as the trigger for tactic responses. A possi- 
bility which comes to mind at once is that thioctic acid could be the key 
substance. It has been suggested by WaLD and Brown (1951/52) that: 
visual responses are mediated by the liberation of sulfhydryl groups 
(resulting from the rupture of carotenoid-protein linkages in the eye), 
the accompanying electrical effect acting as a stimulus to the nervous 
system. Again, Catvin and Barurrop (1952) have presented evidence: 
that the absorption of light in algae leads directly to the rupture of the 
-S-S-linkage in thioctic acid, and thus to the liberation of sulfhydryl 
groups. There is no doubt that thioctic acid, involved in the coenzyme A 
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cycle, is important in the metabolism of R. rubrum, in the pathway by 
which carbon is assimilated as well as in that by which substrate is 
oxidized. If sulfhydryl groups should prove essential to the mediation 
of tactic responses, we can envision a similarity of mechanism between 
the vision of higher animals and the taxis of micro-organisms. 


0 7 2 g 4 a 


CcC—S 


Fig. 5. Rate of substrate disappearance vs. oxygen tension at various light intensities, for R. rubrum. 
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Fig. 6. Rate of carbon assimilation vs. oxygen tension at various light intensities, for R. rubrum. 


Another possibility is that the ratio of ferrous to ferric ion, in cyto- 
chrome or in some similar substance, is the factor which governs the 
appearance of tactic responses. Here again an obvious electrical effect 
is involved, and the metabolic importance of cytochrome in R. rubrum 
is established. Duysmns (1954) has shown that R. rubrum displays a 
reversible change in its absorption spectrum when illuminated; this 
change has a form which indicates that bacterial cytochrome is oxidized 
in the light and reduced in the dark. The times required for these changes 
are of the order of one second or less; latent periods for phototaxis in 


R. rubrum are of the same order of magnitude (CLayTon, 1953¢). 
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It is hoped that experiments dealing with these specific possibilities 
will elucidate our problem further. 


The mediation of tactic responses in Rhodospirillum rubrum stands in 
contrast to the situation with such organisms as Huglena. Phototaxis in 
the green flagellates involves the presence of an orange eye-spot; action 
spectra for phototaxis in these organisms, tabulated by WATERMAN 
(1936), show that some carotenoids are active, while chlorophyll is in- 
active. Thus we find in the flagellates an independent mechanism for 
phototaxis, apparently divorced from the metabolic pathways of 
the cell except insofar as the latter build and maintain the mecha- 
nism. In the purple bacteria such an independent mechanism has 
apparently not been evolved. This should not be surprising if we recall 
that the protozoa have also evolved special devices for other functions, 
such as ingestion and excretion. 


Summary. 

1. A continuous transition between positive and negative aerotaxis 
in Rhodospirillum rubrum is described. The transition is effected by a 
gradual increase in light intensity; it passes through an intermediate 
type of aerotaxis (the “‘spirillum band’’). 


2. A method is described for investigating phototaxis, aerotaxis, and 
photosynthesis conveniently, in identical preparations of R. rubrum. 
Saturating light intensities for phototaxis and for photosynthesis, and 
a characteristic light intensity for reversal of aerotaxis, have been deter- 
mined in the presence of various substrates. 


3. The effects of methylene blue, tripheny] tetrazolium chloride, and 
2,4-dinitrophenol on the tactic responses of R. rubrum have been obser- 
ved and compared with the effects of these drugs upon metabolic 
activities. 

4. The hypothesis, that any tactic response of R. rubrum is mediated 
by a transient disturbance which accompanies a decrease in the rate of 
metabolism, is examined. Observations of phototaxis and aerotaxis are 
in agreement with observations of metabolism, in terms of this hypo- 
thesis, if by “metabolism” we mean the assimilation of carbon by the 
cells. The agreement is less convincing if “oxidation of substrate” is 
substituted for ‘‘metabolism”’ in the foregoing hypothesis. 


5, The possible involvement of thioctic acid or of a cytochrome-like 
substance in the mediation of taxes is discussed. 
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(Aus dem Botanischen und dem Physikalischen Institut der Universitat Marburg.) 


Zur Beziehung zwischen endogener Atmung 
und Glucoseatmung bei Chlorella. 


Von 
A. Pirson, A. L. DANIEL und E. W. BECKER. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Hingegangen am 15. Marz 1955.) 


Die in Gegenwart von Glucose stark erhéhte Atmung von Chlorella und 
einigen anderen Griinalgen wird, im Unterschied zu der Grundatmung 
(,,endogenen Atmung“‘) im zuckerfreien Medium, durch Cyanid schon im 
Bereich niedriger Dosen gehemmt (R. EMprson 1927, GenEvors 1927, 
WATANABE 1932). Dies spricht dafiir, daB Grund- und Glucoseatmung ein 
verschiedenes, schwermetallfreies bzw. -haltiges Fermentsystem bean- 
spruchen. Trotzdem rechnet man im allgemeinen damit, daB die endogene 
Atmung durch zugesetzte Glucose auBer Funktion gesetzt wird. Diese 
Annahme basiert auf Erfahrungen und Uberlegungen bei der Unter- 
suchung der oxydativen Assimilation von auBen gebotener organischer 
Substrate durch verschiedene Mikroorganismen [ Prototheca zopfit (BAR- 
KER 1936)], Bakterien (CLirron 1946!) und Griinalgen (MyErs 1947, 
TaYLor 1950, Syrerr 1951), jedoch nicht auf einem direkten Beweis. 

Die oxydative Assimilation, bzw. der im Zuge der Glucoseatmung 
dissimilatorisch verbrauchte Glucoseanteil wird meist manometrisch 
bestimmt. Zu ihrer Berechnung mu das Verhalten der endogenen 
Atmung bei Gegenwart von Glucose grundsiitzlich beriicksichtigt 
werden; es ist jedoch praktisch bei normal ernihrten Algen nicht von 
erheblicher Bedeutung, zumal man bei den entsprechenden Experimenten 
durch langere Vorverdunklung eine Verarmung an endogenem Atmungs- 
substrat herbeizufiihren pflegt. Im Bereich des Mineralsalzmangels 
k6énnen jedoch die beiden Typen der Atmung sehr verschiedene Reak- 
tionen zeigen (Prrson u. Mitarb. 1952, DanreL 1955). Die Untersuchung 
der oxydativen Assimilation unter solchen Bedingungen (DANIEL) setzt 
daher die Kenntnis der Beziehung zwischen Grund- und Glucoseatmung 
voraus. Mit Hilfe der Isotopenmarkierung des endogenen Atmungs- 
substrats haben wir das Problem unmittelbar angegriffen. 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Neuerdings kommen WILNER u. CLrrron [J. Bac- 
teriol. 67, 571—575 (1954)] bei der manometrischen Bestimmung der oxydativen 
Assimilation von Bac. subtilis zu der Auffassung, daB die endogene Atmung durch 
exogene Substrate nicht unterdriickt wird. 
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In den in Abb. la wiedergegebenen Kulturkolben (2 1) wurde 
Chlorella vulgaris Beijerinck (Stamm 211/11h der Sammlung Prinas- 
HEIM) ausgehend von sebr geringer Impfmenge in 500 ml rein an- 
organischer Nahrlésung (Prrson u. Mitarb. 1952) unter haiufigem Um- 
schiitteln angezogen. Die Beleuchtungsstirke betrug etwa 2000 Lux. 
Kulturkolben und Nahrlésung waren zuvor im Rahmen der technischen 
Moglichkeiten von CO, befreit worden. Um wahrend der Anzucht im 
geschlossenen Kolben eine ausreichende CO,-Versorgung zu sichern, 
wurde der Raum itber der 
Lésung mit 10 Vol% CO, ent- 
haltender Luft gefiillt. Dieses 
Kohlendioxyd war durch einen 
Uberschu8 von C!3 markiert. 


Der absolute Gehalt an dem 
schweren Isotop war dabei fiir 
unsere Versuchsanstellung un- 
wesentlich. Er muBte nur geniigend 
hoch sein, um hernach die massen- 
spektrometrische LErfassung des 
Isotopengehalts der Atmungs- 
kohlensiure mit ausreichender 
Genauigkeit zu sichern. In dem 
ersten der beiden unten aufgefiihr- 
ten Versuche enthielt das der 
Kultur gebotene CO, 5,03% C1, 
die durch endogene Atmung ent- 
wickelte Kohlensiure aus dem a db 
markierten Substrat 4,52% C™. — app.1. Anzucht- und Stoffwechselgefibe fiir Chlorella 
Die Differenz hat drei Ursachen: zu Untersuchungen mit markiertem Kohlenstoff. 
1. Im Zuge der Manipulationen a Anzuchtkolben (21). b Atmungskolben (200 ml) mit 


kaum idb Verdii aufgesetzter Gaspipette zur Entnahme von Gasproben 
- Eee are fee uEAuns, fiir die massenspektrometrische C*-Bestimmung. Das 


des markierten CO, mit geringen Stiick zwischen Kolben und Pipette ist erforderlich, da 
Mengen von natiirlichem Gas (Iso- die Gaspipette wegen Bruchgefahr beim Schiittein 


O/ )- i des Kolbens nicht aufgesetzt sein darf. Die seitlich 
PP i peonaloet I 70) 3 ~ ae (eonr angebrachten Hihne dienen zur Evakuierung 
geringe) ,,Verunreinigung“ des (Hochyakuum), 


markierten Zellmaterials mit nicht- 
markiertem Material aus den eingeimpften Zellen; 3. eine kinetische Verschiebung 
der Isotopenhaufigkeit auf dem zahlreiche Einzelreaktionen enthaltenden Weg 
vom photosynthetischen CO,-Einbau bis zur respiratorischen Wiederabgabe des 
Gases. Das Ausma8 dieser letzten unvermeidlichen Fehlerquelle 1a8t sich im vor- 
liegenden Fall nicht voraussagen. 

Nach zehntagiger Anzucht wurde die Kultur der Anlage entnommen; 
die zu dieser Zeit gebildete Algensuspension lieferte je 10 ml 7 mg 
Trockensubstanz. Die Kultur wurde zunichst 24 Std bei. 25° dunkel 
gehalten, um die infolge eines anfianglichen Kohlenhydratiiberschusses 
inkonstante Atmung auf einen nur noch wenig absinkenden Grundwert 
herabzumindern. AnschlieBend wurden die Algen auf der Zentrifuge 


griindlich gewaschen und in frische CO,-freie Nahrlésung (pu 4,5) tber- 
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tragen (eingestellte Versuchsdichte 20 mg/10 ml). Die in ihrer Zellsub- 
stanz samt allen C-Reserven markierten Algen kamen in Portionen von je 
50 ml in 2 Versuchskolben mit aufsetzbarer Gaspipette (Schliffverbin-. 
dungen, siehe Abb. 1b). Ein Kolben erhielt 1% normale, also nicht 
markierte Glucose, der andere diente als glucosefreie Kontrolle. In beiden 
Kolben atmeten die Zellen nunmehr bei 25° im Schiittelthermostaten. 
Aus den mit Glucose versehenen Kolben wurde nach 6 Std ein aliquoter 
Teil des Gasgemischs in die im Hochvakuum evakuierte Gaspipette tiber- 
fiihrt und der Gehalt der gebildeten Atmungskohlensaure an C!’ massen- 
spektrometrisch ermittelt. Dasselbe erfolgte mit dem Gasgemisch des 
glucosefreien Vergleichskolbens 24 Std spater; die langere Inkubations- 
zeit war erforderlich, um bei der geringeren Grundatmung die erforder- 
liche Mindestmenge an Gesamt-CO, fiir die massenspektrometrische Be- 
stimmung zu erhalten. In der Tab. 1 ist das Ergebnis zweier solcher Ver- 
suche zusammengestellt. 


Tabelle 1. 
I II 
Atmung ohne Glucose: C1%-Gehalt der 
Atmungskohlensaure 4,52% 3,33% ~ 
C13. UberschuB 3,41% 2,22%, 
Atmung mit Glucose: C1%-Gehalt der 
Atmungskohlensaure 1537973 1,27% 
C13-UberschuB 0,26% 0,16% 
Glucoseatmung + Grundatmung . 3,41 2,22 
Gl —— 19 | = 13,9 - 
Grundatmung PM fe ae 0,26 0,16 
Glucoseatmung : Grundatmung (in Glucose) 12:1 13:1 
Grundatmung ohne Glucose, manometrisch 82,4 mm O, 62,4 mm’ O, . 
(6 Std) (8 Std) 
Atmung mit Glucose, manometrisch 1555 mm O, 1301 mm? O, 
(6 Std) (8 Std) 
Atmung mit Glucose: Grundatmung ohne 
Glucose, manometrisch 19:1 21:1 


Hervorzuheben ist zunichst, daB das von den mit Glucose versehenen 
Algen abgezogene CO, mehr C!8 enthiilt als das natiirliche Kohlendioxyd, 
dessen Isotopengehalt 1,11% betriigt. Diese Isotopenanreicherung kann 
nur von dem endogen veratmeten Zellmaterial herriihren, da eine Ein- 
schleppung von markiertem CO, aus den Anzuchtkolben durch griind- 
liches Waschen und Erneuerung der Nahrlésung vor dem Versuch ver- 
hindert war. Es steht damit qualitativ fest, daB die respiratorische CO,- 
Entwicklung aus dem endogenen Substrat durch den atmungssteigernden 
Glucosezusatz nicht unterbunden wird. 

Quantitativ berechnet man aus dem C!%-Uberschu8 des CO, der 
Atmung in Glucose und dem C18-Uberschu8 des CO, der Grundatmung 
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ohne Glucose, in welchem Verhaltnis der Glucoseatmung eine endogene 
Atmung beigemischt ist. Bei den beiden gleichartig angesetzten Ver- 
gleichsversuchen I und II der Tabelle betrug dies Verhaltnis 12:1 und 13:1; 
dieses Verhaltnis entspricht der GréBenordnung, in der sich nach den 
bisherigen Erfahrungen die Atmung von Griinalgen mit und ohne Glucose 
unterscheidet. In manometrischen Parallelversuchen an unserem 
Zellmaterial ergab sich, wahrscheinlich infolge Verknappung an endo- 
genem Substrat durch die Vorverdunklung, ein hoheres Verhaltnis (19:1 
bzw. 21:1). Dies wiirde noch weiter erh6ht, wenn man an Stelle des O,- 
Verbrauchs in glucosehaltiger und glucosefreier Losung die CO,-Lieferung 
einsetzen wiirde; denn der respiratorische Quotient liegt in Glucoselésung 
gewohnlich etwas hoher als in glucosefreier Nahrldsung. Der Unterschied 
der Ergebnisse im Markierungsexperiment und im manometrischen 
Versuch zeigt, daB in Gegenwart von Glucose die Verarbeitung des endo- 
genen Atmungssubstrats nicht nur unbehindert, sondern sogar ge- 
steigert ist. Damit wird auch verstandlich, warum bei Bestimmung der 
oxydativen Glucoseassimilation (Verhaltnis von oxydierter zu assimilier- 
ter Glucose) die endogene Atmung kurz nach Verbrauch der Glucose 
gewohnlich etwas hdher ist als vor deren Zugabe (vgl. zuletzt Dante): 
es handelt sich offenbar um eine nachwirkende Stimulation der endo- 
genen Atmung durch die Glucoseatmung. 

Die hier geschilderten Isotopenversuche liefern fiir sich allein nur den 
sicheren Nachweis, daB eine Veratmung des endogenen Substrats auch 
in Gegenwart von Glucose erfolgt, und sie zeigen, in welchem Ausmals 
dies geschieht. Sie besagen nicht, daB sich die endogene Atmung und die 
Glucoseatmung zweier Reaktionssysteme bedienen, welche sich in der 
Enzymgarnitur oder der Lokalisation innerhalb verschiedener Zellbereiche 
unterscheiden. Diese letztere Annahme ist mit der verschiedenen Gift- 
empfindlichkeit von Grund- und Glucoseatmung zu begriinden, ferner mit 
dem unterschiedlichen Verhalten der Atmung mit und ohne Glucose bei 
veranderter Mineralsalzversorgung; hier sei besonders erwahnt, daB die 
spezifische Reaktion der endogenen Atmung von Kalimangelzellen auf 
Zufuhr von Kalium, bestehend in einer markanten Depression, auch nach- 
gewiesen werden kann, wenn die Glucoseatmung die endogene Atmung 
tiberlagert (DANIEL). 

DaB eine Steigerung der Veratmung endogenen Substrats durch die 
zugesetzte Glucose unmittelbar erfolgt, ist unwahrscheinlich, da der 
Steigerungseffekt auch nach dem Verbrauch der Glucose noch nachweis- 
bar ist. Eher wird man an einen stimulierenden Hingriff von Intermediar- 
oder Nebenprodukten des Glucoseabbaus in das System der endogenen 
Atmung denken miissen, eine Vermutung, welche schon BARKER bei Er- 
érterung der erwihnten Nachwirkung von Glucose ausgesprochen hat. 
Eine Atmungssteigerung durch geringe Mengen von organischen 
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Siuren aus dem Citronensiurecyclus ist verschiedentlich beschrieben 
worden (z. B. von ANDERSON fiir Prototheca und von ENY fiir Chlorella), 
wobei jedoch eine Zuordnung der Stimulationseffekte zum System der 
endogenen Atmung nicht eindeutig méglich war. 


Zusammenfassung. 


Mit Hilfe von Chlorellakulturen, deren Zellmaterial durch autotrophe 
Anzucht in C8-reichem CO, markiert war, wurde nachgewiesen, daB die 
Veratmung von endogenem Substrat bei Zufuhr von Glucose nicht unter- 
driickt wird. Die endogene Atmung ist vielmehr in Gegenwart von Glu- 
cose merklich gesteigert. 


Die vorliegende Untersuchung gehért zu einem von der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzten Arbeitsprogramm. Fiir die gewahrte Beihilfe sei daher 
auch an dieser Stelle gedankt. 
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Mit 10 Textabbildungen. 
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Mit der Auffindung des Penicillins durch A. Fremrne //] wurde der 
Arzneimittelforschung ein neues Arbeitsgebiet erschlossen, das wahrend 
der letzten 10 Jahre eine tiberragende Bedeutung gewann. Die intensive 
Forschungsarbeit, die in der ganzen Welt mit einem riesigen Kinsatz auf- 
genommen wurde, um weitere Antibiotica aufzufinden, hat bis zum 
heutigen Tage zur Isolierung von nahezu 400 mehr oder weniger genau 
beschriebenen Antibiotica gefiihrt, von denen allerdings nur etwa ein 
Dutzend zur therapeutischen Anwendung gekommen ist. Angesichts 
dieser Zahlen kénnte die berechtigte Frage gestellt werden, warum man 
tiberhaupt noch nach neuen antibiotischen Substanzen sucht. Daftr 
lassen sich verschiedene Griinde anfiihren: 

Einmal gibt es im Wirkungsbereich der bisher bekannten Antibiotica 
noch Liicken, so lassen sich beispielsweise Proteus- oder Pyocyanea- 
Infektionen bei Anwendung vertraglicher Konzentrationen mit keinem 
der gebrauchlichen Antibiotica sicher beherrschen. Auch gegen Pilz- 
infektionen, z. B. Soor, sowie Aktinomykose, und gegen die echten Viren 
fehlt es noch immer an geeigneten Praparaten. 

Weiterhin macht sich beim Gebrauch der bekannten Antibiotica ver- 
haltnismaBig haufig das Auftreten resistenter Keime bemerkbar, und es 
ist in diesem Falle notwendig, ein anderes Antibioticum einzusetzen. 
Auch hier bestehen noch Liicken, denn es gibt beispielsweise gegen Tuber- 
kulose noch kein brauchbares zweites Antibioticum, das im Falle einer 
sich einstellenden Resistenz gegen das Streptomycin an dessen Stelle 
treten konnte. 

Aus diesen Griinden ist es daher unbedingt notwendig, auch weiterhin 
unter der unerschépflich groBen Zahl von Mikroorganismen, die tiberall 
im Erdboden vorkommen, nach neuen Antibiotica-Bildnern zu suchen. 
Wenn man die in der nachfolgenden Tab. 1 aufgefiihrte Verteilung der 


* Herrn Prof. Dr. phil, Dr. rer. nat. h.c., Dr. med. h.c., Dr. med. vet. h.c. 
Gusrav Enruart zum 60. Geburtstag gewidmet. 
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bekannten Antibiotica auf die systematischen Gruppen der Mikro- 
organismen tiberblickt, so fallt auf, daB die meisten der in Anwendung, 
befindlichen Substanzen aus der Klasse der Actinomyceten stammen. 


Tabelle 1. Die Verteilung der Antibiotica auf die systematischen Gruppen der 


Mikroorganismen. 

Antibiotica aus: Bakterien Actinomyceten | Pilzen 
Insgesamt bekannt: | 54 | 100 / 188 
Davon industriell | 

produziert: 3 8 | 1 
Bacitracin /2/ | Streptomycin /10] | Penicillin /1/ 


| (Bac. subtilis) | (Str. griseus) | (Pen. notatum- 
| Polymyxine /3-7] | Chloromycetin//1] | chrysogenum- 
(Bac. polymyxa) | (Str. venezuelae) Gruppe) 
Tyrothricin /S,9] | Aureomycin /12/ 
(Bac. brevis) (Str. aureofaciens) | 
Terramycin / 13] 
(Str. rimosus) 
Tetracyclin [14] 
(Str. viridifaciens) | 
Magnamycin /15] | 
/ (Str. halstedii) 
Erythromycin /16/] 
| (Str. erythreus) 
Neomycin / 17] 
(Str. fradiae) 


Aus diesem Grunde hat sich die Antibiotica-Forschung hauptsichlich 
dieser noch ziemlich unerforschten Gruppe zugewandt, die eine grobe 
Anzahl von, teils sehr variablen, aeroben und anaeroben Organismen 
umfaBt. Fiir die industrielle Produktion von Antibiotica kommen schon 
aus technischen Griinden nur die aeroben Vertreter dieser Gruppe in 
Frage. Bisher wurden aus dieser Reihe rund 100 Substanzen isoliert, die 
sich wie folgt verteilen: 


Tabelle 2. Antibiotica aus Actinomyceten. 
Actinomycetes. 


Actinomyceten Streptomyceten 

das gesamte Mycel zerfallt in das vegetative Mycel zerfallt nicht 

kokken- u. stiibchenférmige in Einzelelemente. 

Klemente. Yo 

4 A, nn ri ae 
Nocardia Actinomyces Streptomyces Micromonospora 
aerob anaerob aerob aerob 
Conidien in Ketten _nur einzelne endstan- 
am Luftmycel. dige Sporen an kurzen 
Sporophoren. 


Zahl der bekannten Substanzen: 
4 — 95 1 
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Bei der Suche nach neuen antibiotisch aktiven Streptomycetenstam- 
men dienen Bodenproben aus allen Erdteilen als Ausgangsmaterial. Von 
diesen Proben wird nach Herstellung einer Verdiinnungsreihe jeweils 
1 cm? der geeigneten Verdiinnungsstufe mit 20 cm’ Nahr-Agar gemischt 
und in sterile Petrischalen ausgegossen. Auf diesen Kulturplatten 
wachsen dann nach mehrtigiger Bebriitung die im Erdboden vorhande- 
nen Mikroorganismen. Um schon dabei eine bestimmte Auslese zu er- 
reichen, ist es notwendig, den Nahrboden so abzustimmen, da er be- 
sonders die Entwicklung von Streptomyceten begiinstigt, Pilze und 
Bakterien jedoch in ihrem Wachstum weitgehend unterdriickt. 


Fiir diesen Zweck werden in der Literatur hauptsachlich Eieralbumin- 
Agar, synthetischer Agar, Glucose-Asparagin-Agar, Glycerin-Glykokoll- 
Agar und Calcium-Malat-Agar /18/ als geeignet genannt. 

Keiner dieser Nahrbéden stellt ein Universalmedium fiir alle Strepto- 
myceten dar, sondern jeder erfait vorzugsweise eine bestimmte Gruppe 
dieser Mikroorganismen. Manche Stéamme wachsen auf dem einen Nahr- 
boden iippig, ohne ein Antibioticum zu produzieren, wahrend sie sich 
auf einem anderen Medium als aktiv erweisen /19/. 


Uber die geographische Verbreitung der verschiedenen Aktinomyceten 
besteht noch keine Klarheit /20, 21]. Es liegen zwar mancherlei Er- 
fahrungen dariiber vor, in welchen Bodensorten besonders_ reichlich 
Aktinomyceten vorkommen, man kann aber noch keine feste Regel auf- 
stellen, wo die besten antibiotisch wirksamen Stimme zu finden sind. 
Einzelne Organismen, wie z. B. Streptomyces venezuelae [22, 23], der das 
Chloromycetin erzeugt, wurden an ganz verschiedenen Stellen sowohl in 
Venezuela als auch in Nordamerika gefunden, und auch in anderen 
Fallen wurde ein und dieselbe Antibioticum-bildende Streptomyces-Art in 
verschiedenen Erdteilen aufgefunden. Andere Arten wurden dagegen 
bisher nur in einem eng begrenzten Raum festgestellt. Im Ganzen ist die 
Lage so, daB wohl jeder Arbeitskreis versucht, Bodenproben von mog- 
lichst vielen Stellen zu erhalten, um seine eigenen Erfahrungen zu 
sammeln. Bei uns wurden bisher bei der Bearbeitung von mehr als 40000 
Bodenproben etwa 2500 aktive Streptomyceten isoliert, die sich auf die 
einzelnen Bodenarten wie folgt verteilen : 


Tabelle 3. Herkunft der aktiven Streptomyces-Stamme. 


Anteil der Anteil der 

Bodenart und Vegetation abe Bodenart und Vegetation ae 
in % in % 
Gartenerde. .....-.- 7,4 Wiebke) 4959 0 6 a Oe Vi2 
imompost. ..-.-- - 8,6 IBauimMerdes ae a ceessets 7,4 
mickererde .. 9... - 14,8 FluBerde (Schlamm). . .- 3,8 
Wiesenerde. ..-..- > 18,6 Odland und Steppe . . - 22,2 
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Nach einer 6tigigen Bebriitung bei Zimmertemperatur haben sich auf 
den Bodenplatten die Streptomyceten-Kulturen gut entwickelt, und es; 
handelt sich nun darum, festzustellen, ob sie antibiotisch wirksam sind. 
Zu diesem Zweck werden die Platten mit der Kultur eines Testkeimes 
iiberspriiht und anschlieBend weitere 24 Std bei 37° im Thermostaten 
bebriitet. In dem dann gewachsenen gleichmafigen Rasen des Test- 
Stammes zeigen sich um die aktiven Streptomyceten-Kulturen Hemm- 
zonen, aus deren Durchmesser man schon einen ersten Anhalt tiber die 
antibiotische Aktivitaét gewinnen kann. 


Abb. 1. Spriihplatte. Die antibiotisch aktiven Keime lassen sich an der von ihnen gebildeten 
Hemmzone erkennen, Bodenprobe Hoechst. 


Die Zahl der anfallenden aktiven Staéamme ist erfahrungsgemaB am 
groBten, wenn man mit einem grampositiven Bakterium, etwa mit 
Staphylococcus aureus, bespriiht, wahrend von vornherein eine engere 
Auswahl getroffen wird, wenn man als Testkeim ein gram-negatives 
Bakterium wie Escherichia coli, ein siurefestes Stabchen, wie beispiels- 
weise das apathogene Mycobacterium tuberculosis 607, oder einen Pilz- 
Stamm benutzt. Die folgende Tab. 4 zeigt, wieviele der bekannten, von 
Streptomyceten gebildeten Antibiotica bei der Verwendung eines be- 
stimmten Testkeimes erfaBt werden. 


Tabelle 4. Die Gruppeneinteilung der Antibiotica-bildenden Streptomyces-Stémme 
nach dem Ergebnis des Spriihtestes. 


. a gram-positiv. | gram-negativ. | siurefest. Bact. | Pilz (z. B. 
verspriihter Teststamm Bact. (z. B. | Bact. (z. B. | (z. B. Mycobacet. | Aspergillus 
| Staph. aureus) E. coli) tub. 607) niger) 
Zahl der damit erfaBten | 
ad a 
bekannten Antibiotica: ete 40 32 | 18 


Der Sprihtest gibt zugleich einen ersten Hinweis auf das sehr wichtige 
Problem der Resistenzbildung. Wir wissen, daB es dabei nicht nur auf den 
unter dem Kinflu eines Antibioticums oder Chemotherapeuticums 
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stehenden Mikroorganismus ankommt, sondern in gleichem Make auch 
auf die Natur der einwirkenden Substanz. Manchmal treten solche 
resistenten Keime in groBer Anzahl spontan auf, wihrend sie in anderen 
‘Fallen erst nach mehreren Passagen und unter EinfluB8 steigender 
Konzentrationen des resistentmachenden Stoffes zu beobachten sind. 
Die nachfolgende Abbildung zeigt, da&8 man also schon im Spriihtest 


Abb. 2. Resistenzbildung im Bereich niederer Antibioticum-Konzentrationen am Rande der 
Hemmzone. 


2 Typen von Hemmzonen /24/ unterscheiden kann, und zwar einmal eine 
vollkommen klare Zone, die héchstens einige wenige resistente Kolonien 
im Bereich sehr niederer Konzentrationen des betreffenden Antibioti- 
cums am Rande der Zone aufweist (Abb. 2) und zum anderen eine Hemm- 
zone, die gleichma&Big von resistenten Kolonien durchsetzt ist (Abb. 3). 


Abb. 3. Resistenzbildung unabhingig von der Konzentration der Substanz. Vollstiindige Durchsetzung 
der Hemmzone mit resistenten Kolonien. 


Stimme, bzw. Substanzen, die eine solche Hemmzone hervorrufen, sind 
yon Anfang an fiir eine weitere Bearbeitung ungeeignet. 

Die bei dieser Vorauswahl gefundenen aktiven Streptomyceten werden 
vorsichtig von der Platte abgestochen und tber mehrere Passagen 
gereinigt. 

Im niichsten Arbeitsgang erfolgt die Auswertung im Strichtest [25], 
um den Stamm hinsichtlich seines Wirkungsspektrums zu charakteri- 
sieren. Wie Abb. 4 zeigt, werden von der Kolonie aus bis zum Rand der 
Petrischale verschiedene Test-Keime ausgestrichen und nach 24stiindiger 
Bebriitung die GréBe der einzelnen Hemmzonen gemessen. Durch die 
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Verwendung entsprechender Test-Staémme kann so auf einer Platte die 
Wirksamkeit gegeniiber den verschiedenen Mikroorganismen festgestellt | 
werden. 

Auf Grund ihres Wirkungsspektrums lassen sich die gefundenen 
Staémme in bestimmte Gruppen einteilen, wie dies Tab. 5 zeigt, und es ist’ 
damit die Moglichkeit gegeben, schon frih- | 
zeitig Vergleiche mit bereits beschriebenen 
Stammen anzustellen. Bei dem riesigen Um- 
fang, in dem die Antibiotica-Suche in aller 
Welt betrieben wird, steigt natiirlich immer 
mehr die Wahrscheinlichkeit, daB man Stam- 
me bzw. Substanzen auffindet, die schon 
anderswo isoliert wurden. Es mu daher der 
groBte Nachdruck darauf gelegt werden, sich 
in allen Stufen der Arbeit immer wieder zu 
vergewissern, dai man wirklich neue Stamme 


Abb. 4. Strichtestplatte. Zur Be- Siar 2 & 
stimmung des Wirkungsspektrums. und Antibiotica in der Hand hat und nicht 


|Zeit und Mithe an schon Bekanntes hangt. 

Verwendet man beim Strichtest auch Test-Staémme, die gegen die be- 
kannten Antibiotica, z. B. Aureomycin, Terramycin, Tetracyclin, Chloro- 
mycetin und Streptomycin resistent sind, so ist es bereits auf dieser Stufe 


Tabelle 5. Hinteilung der bekannten Antibiotica-bildenden Streptom yces-Stdimme 
in Wirkungsgruppen. 


Gruppe: A B Cc D | E | F G 
: a o © 
© @.' © > oe. © > 
= > + PS |r aBel/ eS 
| = mie Poets Reales 
= i oS =sS /SSSias 
0 nD m 2 nw | mn We nm oO My 
Virks =) ® | Oo | Myco- ; 
Wirksam gegen | 2 | as] aag/i8e8!ag | a“ 4 Pilze 
co OTH ea a) Gaeta act. | 
5 ie Se Si ee Selle See 
7 re || Ss iss San esiper tet | 
| oo MS | ww | | wD] & A | 
eo 


: | 
Zahl der zu diesen Gruppen | | | | | 


gehorenden bek. Antibiotica | 14 | 11 Lei Te ieeG 10 
Davon extrahierbare | | | 
SUloyiVfanle Bae 4 ao 6 | 7 6 4) 45) 45) 6 


méglich, die Stiémme auszuscheiden, welche diese Substanzen produ- 
zieren und andererseits diejenigen herauszugreifen, die gerade gegen diese 
resistenten Keime wirksam sind. 

Die nach der zweiten Auswahl noch interessant erscheinenden Stamme 
werden anschlieBend in der Schiittelkultur uberpriift, um so ihre Hemm- 
stoffproduktion bei submersem Wachstum kennen zu lernen und die 
optimale N&ihrbodenzusammensetzung zu ermitteln. Die Kultivierung 
erfolgt in Erlenmeyer-Kolben auf 4 verschiedenen Nahrbéden, die so ab- 
gestimmt sind, dafi sie den Anspriichen der einzelnen Streptomyces-Arten 
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weitgehend gerecht werden. Vergleichen wir die von uns bisher unter- 
suchten Staémme hinsichtlich ihrer Naihrstoffanspriiche, d.h. ihres Opti- 
malnahrbodens, so ergibt sich folgendes Bild: 


Tabelle 6. Die prozentuale Verteilung der von wns isolierten aktiven Streptomyces- 
Stamme auf die benutzten Nahrbéden. 


Nahrboden | 1 2 | 3 4 


Prozentzahl der darauf optimal | | 
Wwachsenden Stamme. .......41| 30,5 (itlss abe 14,6 


Wahrend bei dem normalen Untersuchungsgang ausschlieBlich mit 
diesen 4 Standardnahrboden gearbeitet wird, ist es in Hinzelfallen not- 
wendig, den Nahrboden noch genauer abzustimmen. Dies geschieht meist 
im Plattentest, wobei lediglich ein Nahrstoff variiert wird, wahrend die 
anderen konstant gehalten wer- 
den. Die nachstehende Abb. 5 
zeigt einen Ausschnitt aus einer 
solchen Versuchsreihe. 


Die beiden oberen Platten ent- 
halten gleiche Mengen Fleisch- 
pepton, das beiden unteren durch 
Hefeextrakt ersetzt ist. Der gleiche 
Stamm wachst auf Hefeextrakt 
unter Bildung eines gelben Farb- 
stoffes und von Sporen, wahrend. 
er auf Fleischpepton nicht ver- 
sport und auch keinen Farbstoff Abb. 5. Abhiingigkeit der Hemmstoffproduktion 
bildet. In letzterem Falle ist jedoch Mad sche Meh seetaie 2 Ce eanas 
die antibiotische Aktivitat etwas 
groBer als bei Hefeextrakt. Die Abbildung zeigt weiterhin den Einflu8 der 
Temperatur auf die Bildung des Antibioticums. Wiahrend beim Fleisch- 
pepton bei einer Steigerung der Temperatur die antibiotische Aktivitat 
ebenfalls zunimmt, macht sich unter sonst gleichen Umstanden bei Hefe- 
extrakt ein Verlust von Aktivitat und Sporenbildung, sowie eine Zu- 
nahme der Farbstoffbildung bemerkbar. 


Von den auf einer horizontalen Schiittelmaschine laufenden Kulturen 
werden tiiglich 2 Proben zur px- und Aktivitatsbestimmung entnommen. 
Die Messung der Aktivitiit kann sowohl im Zylindertest, als auch in der 
Verdiinnungsreihe erfolgen. Das einfachste Verfahren ist der Zylinder- 
test [26] (Abb. 6), bei dem man die anfallende Kulturlésung ohne 
Sterilisierung in die auf die Testplatte aufgesetzten Zylinder einfillen 
kann. In iiblicher Weise wird dann nach der Bebriitung der Durchmesser 
der Hemmzone gemessen und daraus die Aktivitat bestimmt. 
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Der Zylindertest ist jedoch nicht in allen Fallen anwendbar, da ver- 
schiedene Antibiotica bekannt sind, die eine erhebliche Molekiilgr6Be be- 
sitzen und daher in der Agar-Platte nicht diffundieren, wie z. B. das von 
Bakterien gebildete Tyrothricin /27] und das aus Streptomyces griseus 
isolierte Streptolin /28]. Weiterhin ist auch eine genaue Standardisierung 
des Zylindertestes nur méglich, wenn man das betreffende Antibioticum 
in reiner Form in der Hand hat und als Standard mitlaufen lassen kann, 


Abb. 6. Zylindertest. Linke Platte vor dem Bebriiten, rechte Platte mit ausgebildeten Hemmzonen 
nach 16stiindiger Bebriitung. 


Aus diesen Griinden wird man bei der Suche nach neuen Stoffen in den 
meisten Fallen auf die Austestung in der Verdiinnungsreihe angewiesen 
sein. Dabei wird eine Verdiinnungsreihe der vorher steril filtrierten 
Kulturlo6sung mit einer geeigneten Nahrbouillon hergestellt und mit einem 
Test-Stamm unter gleichmaBigen Bedingungen beimpft. Nach der Be- 
briitung wird dann festgestellt, welche Verdiinnung gerade ausreicht, um 
das Wachstum des Testkeimes vollstindig zu verhindern. Die Eichung 
eines solchen Testes erfolgt ebenfalls durch eine mitlaufende Standard- 
Substanz, meist ein bekanntes Antibioticum. Die Aktivitaét wird in 
Verdiinnungseinheiten angegeben, wobei die entsprechende Zahl besagt, 
wie weit 1 cm® der Kulturlésung bzw. der Lésung der Standard-Substanz 
verdiinnt werden kann, um das Wachstum des Test-Stammes noch vollig 
zu hemmen. Auch bei der Testung in der Verdiinnungsreihe kénnen sich 
Schwierigkeiten ergeben, da unter Umstinden die antibiotisch wirksame 
Substanz ganz oder teilweise durch das Entkeimungsfilter adsorbiert 
werden kann. Wir haben Staémme bearbeitet, deren Kulturlésungen im 
Zylindertest eine sehr gro{e Hemmzone zeigten, die aber in der Ver- 
diinnungsreihe tiberhaupt nicht ansprachen. Es gibt weiterhin Substan- 
zen, die einen besonders abgestimmten Test-Nihrboden benétigen, da sie 
durch einzelne Naihrbodenbestandteile, wie z. B. Glucose, Pepton u. a. 
inaktiviert werden. In anderen Fallen wiederum ist es notwendig, den 
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Test bei niederer Temperatur durchzufiihren, da bei 37° eine rasche In- 
aktivierung eintritt, wie beispielsweise beim Aureomycin /12/. 

In welchem Umfange die Hemmstoffproduktion vom benutzten Nahr- 
boden abhingig ist, zeigt die Tab. 7 am Beispiel einiger von uns be- 
arbeiteter Streptomyceten-Stamme. Wir kénnen danach die untersuchten 


Tab. 7. Die Abhdngigkeit der Hemmstoffproduktion vom Néhrboden. 


Aktivitaét (in Verd.-Hinh.) auf Nahrboden 

Stamm 

Nic N4e SNe 
338 1:128 1:4 1:4 
405 12512 1:16 1:32 
369 32 1:256 1:64 
395 1:64 1: 256 1:32 
450 1:1024 1:16 1:512 
553 1:128 1:32 1:256 


Stamme in 3 Gruppen einteilen, die sich auch in den Einzelheiten der 
Kulturbedingungen grundlegend unterscheiden. 

Wie die Abb. 7 zeigt, steigt beispielsweise der py-Wert der Kultur des 
Stammes 338 auf dem Nahrboden N le zunachst schwach an, um am 


zweiten Tage kurz abzusinken und 
dann wiederum sehr rasch bis auf tiber 
8 anzusteigen. Bei diesem py-Wert 
liegt das Optimum der Hemmstoff- 
produktion. Danach erfolgt innerhalb 
weniger Stunden ein Absinken sowohl 
des pu-Wertes, als auch der Aktivitat. 
Der Stamm 395 geht in den ersten 
4 Tagen bis auf einen pxH-Wert von 
5,6 zuriick, steigt dann rasch hoch 
bis auf etwa 8,0, wobei in diesem Fall 
das Maximum der Hemmstoffproduk- 
tion bei etwa 7,6 erreicht wird und 
wihrend 24 Std konstant bleibt, um 
dann zugleich mit dem pq rasch ab- 
zusinken. Die Unterschiede in den 
Wachstumsbedingungen eines und 
desselben Stammes auf verschiedenen 
Nahrbéden zeigt die Abb. 8 am. Bei- 
spiel des Stammes 4930. 


Stomm Ne — Endaktivitat 
en ee. és He Fermenterkulturen 
BO} ----Nic 338 7: 240 3 
G4 U0 p—. 
82 1240 
80 r 
78 i 
26 
4 | 
{ Te. 
ph 20 pa o4 + 
684 od 
66\ 
64+ NY 
62 
Mima 
58 
56 
54 ii 


Cae 2 ob 4. 5. 6 7 /lag 


Abb. 7. Die py-Kurve als Charakteristikum 
fiir den Fermentationsablauf des jeweils 
verwendeten Stammes. 


Auch hier ist ersichtlich, daB der Maximalwert der Hemmstoff- 
produktion auf eine kurze Zeitspanne begrenzt ist, so daB die optimale 
Aberntezeit genau bestimmt und eingehalten werden mub. Uberblickt 
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man die bisher in Schiittelkultur von uns untersuchten Stémme, so ergibt. 
sich hinsichtlich der dabei erreichten Aktivitat (in Verdiinnungseinheiten) | 
folgendes Bild: 


Tabelle 8. Die in Schiittelkultur erreichten antibiotischen Aktivitdten. 
Verd.-Einheiten 0 16 | 32 64 128 256 512 1024 


Zahl der Stémme in %, 


die diese Akt. erreicht. | 22,0 | 10,2 | 11,4 | 15,6 | 21,6 | 13,2 | 4,5 | 1,5 


Danach verlieren 22% aller untersuchten Staémme ihre antibiotische 
Aktivitaét unter submersen Bedingungen. 

Diese wenigen Beispiele mégen geniigen, um zu zeigen, wie ausschlag- 
gebend das genaue Studium der Kulturbedingungen in jedem einzelnen 
Falle ist. 

Auf der Stufe der Schiittelkultur erfolgen zugleich die ersten Vor- 
versuche hinsichtlich der Méglichkeiten einer chemischen Aufarbeitung, 
und es wird auch hierbei besonders dar- 
auf geachtet, ob sich Anhaltspunkte fir 
die Identitaéit mit schon bekannten Sub- 
stanzen ergeben. Zu diesem Zweck werden 
vor allem auch Versuche mit Hilfe der 
Papierchromatographie /29, 30] durch- 
gefilhrt, die wertvolle Fingerzeige geben 
k6nnen. 

Die dabei gemachten Erfahrungen sind 
mit ausschlaggebend dafiir, ob die weitere 
Bearbeitung des betreffenden Stammes 
lohnend erscheint. Ist dies der Fall, so er- 

3 4 5 6 2 @  ‘folgt nunmehr die Kultivierung im Fer- 
Ku/turdaver wa lagen menter. Man versteht unter einem Fer- 
ee Sate hh Ubticobegon menter ein abgeschlossenes RiihrgefaB, in 
dem jeweils benutzten Nihrboden. dem die Mikroorganismen im _ flissigen 
Medium unter Zufuhr von Luft kultis 
viert werden. Fir Forschungszwecke werden meist Glasstutzen ver- 
wendet mit einem aufgesetzten V2A-Deckel, in den Riihrwelle, Beliif- 
tungsrohr, Impfstutzen und Luftaustrittsstutzen, sowie Probenehmer 
und Thermometerstutzen eingelassen sind. Die Form des Riihrers und die 
Art der Luftverteilung ist variierbar und muB den besonderen Ansprii- 
chen der zu kultivierenden Organismen angepaBt werden. Abb. 9 zeigt 
einen solchen Fermenter, Abb. 10 eine Einheit von mehreren Fermen- 
tern, wie sie bei uns im Gebrauch sind. 
_ Es sind dabei jeweils 3 Fermenter in einem gemeinsamen Thermostaten 
untergebracht, der Riihrerantrieb erfolgt mit stufenlosen Reibrad- 


ee 
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getrieben, die eine Einstellung jeder beliebigen Drehzahl gestatten. Die 
zugefihrte sterile Luft wird durch Rotameter genau dosiert. Hinsicht- 
lich der erforderlichen Riihr- 
geschwindigkeit und der zuge- 
fiihrten Luftmenge stellen die 
einzelInen Stamme ganz ver- 
schiedene Anspriiche, die stets 
zunichst in Reihenversuchen 
ermittelt werden miissen. Im 
Durchschnitt betragt die Kultur- 
dauer 3—5 Tage. Wahrend die- 
ser Zeit werden tiglich 3mal 
Proben zur Bestimmung des 
puo-Wertes und der antibioti- 
schen Aktivitét entnommen 
und die Ergebnisse in Kurven 
festgelest. 

Bei der Ziichtung der einzel- 
nen Staémme treten im Fermen- 
ter noch sehr haufig Abweichun- 


4 P Abb. 9. 30-1 Fermentiergefaf8 bestehend aus 
gen gegentiber den Ergebnissen Glasstutzen und V2 A-Deckel mit Einbauten. 


der Schiittelkulturen ein. Dies 
zeigt deutlich eine Gegeniiberstellung der jeweils erreichten Aktivitaten. 


Fermenteraktivitat > Akt. d. Schiittelkultur bei 27,4% 
Fermenteraktivitat — Akt. d. Schiittelkultur bei 44,0% { 
Fermenteraktivitat < Akt. d. Schiittelkultur bei 28,6% 


| der untersuchten 
Stéamme. 


Die Ursachen dieser 
Abweichungen sind wohl 
hauptsachlich die verander- 
ten Beliiftungsbedingungen 
und die hinzukommende 
Riithrbewegung. Die An- 
sitze im Kleinfermenter 
dienen, wie gesagt, der Fest- 
stellung der giinstigsten Be- 
dingungen fiir Wachstum 
und Antibioticum-Bildung 
unter Verhaltnissen, die 
denen des Grobbetriebes 
entsprechen und liefern zu- 
gleich das Material fiir die 
hier einsetzende Arbeit des 
Chemikers. 


€ 
E 
EB 


Abb. 10, Fermentiereinheit mit 12 Fermentern. 


16* 


230 F. Linpner und K. H. WALLHAUSSER: 


Zuniachst erfolgt die Priifung der Saéure-, Alkali- und Hitzestabilitat in 
Versuchsreihen, die bei py-Werten von etwa 2, 7 und 9 und bei Tempera- 
turen von 20°, 50° und 100° wihrend verschiedener Zeitspannen durch- 
gefiihrt werden, wie es die Tab. 9 zeigt. 


Tabelle 9. Sdure-, Alkali- und Hitzestabilitat von Stamm 450. 


DH | 24°C 1 Std | 50°C 30 min 100° C 30 min 
yaar 1:512 ) 1:256 1:256 
7 | 1:512 ' 1:256 | 1:128 
9 | 1:256 1:256 1:64 


Hinsichtlich ihrer Saure- bzw. Alkalistabilitat bei 50° (30 min) lassen sich 
die von uns bisher untersuchten Stamme in folgende Gruppen zusammen- 
fassen: 


Tabelle 10. Die Aufteilung der untersuchten Stiimme nach den Stabilitatsbereichen threr 
antibiotischen Substanzen. 


stabil bei px | a i co 2-7 | 2-9 | 79 


Prozent der Stimme. ...... . / 18,6 17,4 | 12,8 | 15c1 | 25,5 | 10,6 

Aus der nachfolgenden Priifung auf Léslichkeit in organischen Lésungs- 
mitteln bei verschiedenen py-Werten und mit verschiedenen Loésungs- 
mitteln ergibt sich die Zugehérigkeit des neuen Stoffes zu einer der 
Gruppen, in die WaKsMAN [31] die bisher aus Aktinomyceten isolierten 
Antibiotica eingeteilt hat. 

Die Gruppe A umfaBt die Substanzen, die praktisch in allen organi- 
schen Liésungsmitteln, also auch beispielsweise Ather, léslich sind, zu 
ihnen gehort das Chloromycetin //1]. Die Stoffe der Gruppe B sind nur in 
einzelnen, nicht mit Wasser mischbaren Lésungsmitteln, wie z. B. h6heren 
Alkoholen und Estern léslich. Hierher geh6ren das Aureomycin / 12] und 
das Terramycin /13/. In den iiblichen organischen Lésungsmitteln unlés- 
lich, aber loslich in Wasser ist die Gruppe C, die hauptsichlich basische 
Substanzen umfaBt und in die das Streptomycin / 10], das Neomycin [17] 
und das Viomycin /32/ geh6ren. Die Gruppe D, die einige Proteine und 
Polypeptide umfaBt, hat bisher kaum praktische Bedeutung gewonnen. 

Die Verteilung der bisher bekannten, aus Streptomyceten isolierten 
Antibiotica auf diese Gruppen zeigt die Tab. 11. 


Am leichtesten zu isolieren und zu reinigen sind ohne Zweifel die extra- 
hierbaren Antibiotica aus den Gruppen A und B, sie lassen sich meist auch 
ohne groBe Schwierigkeiten in kristallisierter Form erhalten. Zu ihrer 
Tsolierung kann man von Extraktionsverfahren Gebrauch machen, also 
ahnlich vorgehen wie beim Penicillin, und es ist sicherlich kein Zufall, daB 
fast alle wichtigen neuen Antibiotica in diesen Gruppen zu finden sind. 
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Zur Reinigung der Stoffe der Gruppe C dienen insbesondere die Ad- 
sorptions-Verfahren. Es liegt hier z. B. fiir das Streptomycin eine groBe 
Reihe von Patenten /33/ vor, die sich hauptsachlich auf die Verwendung 
von Aktiv-Kohlen beziehen, doch sind auch viele andere Adsorbentien 
benutzt worden. Man geht dabei beispielsweise so vor, daB man die 
Kulturl6sungen zunachst bei stark saurem py mit Tierkohle ausrithrt und 
so Verunreinigungen adsorbiert. Dann wird die geklarte Losung auf ein py 
von etwa 7—7,5 hochgestellt und nunmehr das Streptomycin mit 1% 
Kohle adsorbiert. Das Adsorbat wird anschlieBend abgetrennt, gewaschen 


Tabelle 11. Die Einteilung der Streptomyces-Antibiotica nach den Moglichkeiten threr 


Aufarbeitung. 
Insgesamt bekannt: 95 Substanzen. 
Gruppe A u. B Gruppe C Gruppe D nicht naher 
extrahierbar adsorbierbar fallbar charakterisiert. 
(nicht extrahierbar) 
40 24 1(+ 7) 30 
davon aus davon aus 
a 
Mycel Kulturlésung Mycel Kulturlésung 
4 36 1 23 


und dann das Antibioticum mit sauren, alkoholischen oder waBrigen 
Lésungen eluiert. Statt der gewohnlichen Adsorption kann man zur 
Reinigung ausgesprochen basischer oder saurer Antibiotica auch von ent- 
sprechenden Ionenaustauschern [34] Gebrauch machen. Solche Auf- 
arbeitungen sind fiir Streptomycin und Viomycin beschrieben worden. 
Man kann dabei so arbeiten, dafs man die Lésungen durch Saulen der 
Austauscher laufen laBt, und damit leitet dieses Verfahren tiber zu der 
chromatographischen Reinigung /33/, die insbesondere fiir die letzten 
Reinigungsstufen vielfach benutzt wird. Es werden dazu Saulen aus 
Aluminiumoxyd mit verschiedener Vorbehandlung, oder Aktiv-Kohlen, 
Kieselsiuren usw. benutzt, durch die man die Lésungen des Anti- 
bioticums durchlaufen lat. Das Chromatogramm wird anschlieBend mit 
verschiedenen Lésungsmitteln entwickelt, die Saule in die entsprechenden 
Abschnitte zerlegt und die aktive Substanz aus den einzelnen Ab- 
schnitten eluiert. Im techn. Mafstab arbeitet man meistens mit dem so- 
genannten flissigen Chromatogramm, d.h. man wascht die einzelnen 
Fraktionen mit geeigneten Liésungsmitteln nacheinander aus der Saule 
heraus. 

Die basischen Antibiotica bilden mit einer Reihe von verschiedenen 
Sauren in Wasser schwer lésliche Salze /37], die in vielen Fallen in 
kristallisierter Form erhalten werden kénnen. Einen Uberblick tiber die 
Sauren, die man zu diesem Zweck verwandt hat, gibt die nachfolgende 


Tab. 12. 
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Neben den auch sonst viel verwendeten Substanzen wie Pikrin-Saéure 
eignen sich besonders eine Reihe von bekannten Netzmitteln, die alle 
Sulfonsiuren mit verschiedenen aliphatischen Resten darstellen und eine, 
Anzahl von Farbstoffen, die ebenfalls Sulfonsiiuregruppen enthalten. 
Durch Umsetzung der Fallungen mit Mineralsiuren bzw. ihren Salzen, 
lassen sich die antibiotischen Basen als Hydrochloride, Sulfate oder 
andere Salze in gereinigter Form gewinnen. 


Tabelle 12. Zur Fallung der basischen Antibiotica verwendbare Sduren. 


1. Pikrinsaéure 14. Octylsulfat 

2. Pikrolonsaure 15. Dikresylphosphat 

3. Flaviansaure 16. Helianthin 

4. Phosphorwolframsaure | 17. Orange IT 

5. REINECKE-Saure 18. Naphtol-Blauschwarz 
6. B-Naphtalinsulfonsaure 19. Patentblau AE 

7. 1-Nitronaphthalinsulfonsaure 20. Siriuslichtorange 

8. Trijodbenzoesaure | 21, Alizarinrot W 

9. 2,4,6-Trinitroresorcin 22. Remastralblau FF RL 
10. Hostapon T 23. Supranolgelb GG 

11. Hostapon AP 24. Siriuslichtgriin BL 
12. Hostapal B | 25. Chromogenviolett B 


13. Leonil AS 

SchlieBlich hat man fiir einzelne Substanzen auch spezifische Fallungs- 
methoden gefunden /38, 39], die eine Ausfallung unmittelbar aus der 
Kulturfliissigkeit erlauben. Als Beispiel sei das Terramycin /40, 41] an- 
gefiihrt, das mit bestimmten quarternéren Ammoniumsalzen eine quanti- 
tative Fallung gibt. 

Als weitere Methode, die zur Reindarstellung der Antibiotica und 
besonders auch zur Entscheidung der Frage der Einheitlichkeit der End- 
produkte benutzt wird, kommt die Gegenstromverteilung in Betracht, 
ein Verfahren, das schon vor tiber 20 Jahren von Jantzen [42] be- 
schrieben wurde, das aber erst nach dem Kriege von Crate /43] am 
Rockefeller Institut wieder aufgegriffen und seither an verschiedenen 
Stellen weiterentwickelt wurde. Um brauchbare Trennungen bei Sub- 
stanzgemischen zu erhalten, deren Verteilungskoeffizienten sich wenig 
unterscheiden, muf die Verteilung in vielen hundert Stufen durch- 
gefiihrt werden, wofiir neuerdings automatische Apparaturen /44, 45] zur 
Verfiigung stehen. Es ist mit dieser Methode mehrfach gelungen, zunachst 
als einheitlich betrachtete Substanzen in mehrere Komponenten auf- 
zuteilen. Als Beispiel seien die Arbeiten von WAKSMAN iiber das Neo- 
mycin /46]7 und von BrocKMANN /47] iiber das Actinomycin angefiihrt. 
Kin unentbehrliches Hilfsmittel der Antibiotica-Forschung ist heute die 
Ultrarot-Spektrographie /48] geworden, mit der man sehr schnell zu 
Anhaltspunkten tiber die chemische Natur der gewonnenen Reinsub- 
stanzen kommen kann, wobei zugleich die Méglichkeit besteht, zu ent- 
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scheiden, ob die neu isolierte Substanz mit einem bekannten Anti- 
bioticum identisch ist. 

Wenn man mit Hilfe der beschriebenen Aufarbeitungsverfahren so weit 
yekommen ist, das das neue Antibioticum in kristallisierter oder .wenig- 
stens in weitgehend angereicherter Form vorliegt, so schlieBen sich an die 
bisher durchgefiihrten in vitro-Versuche nunmehr die in vivo-Versuche 
an verschiedenen Tieren an. Insbesondere mu8 zunichst die Toxizitiat 
festgestellt werden, und hier ist die Klippe, an der rund 98% aller bisher 
gefundenen Antibiotica gescheitert sind. Unsere bisher untersuchten 
Stimme verteilen sich hinsichtlich der Toxizitat des von ihnen gebildeten 
Antibioticums wie folgt: 


Tabelle 13. Die Toxizitdt der von uns untersuchten Substanzen. 


LD,, i. v. mg/kg Maus ee. 1—10 | 11—20 | 21—30 | 31—40 | 41—50 |51—100|} > 100 
Prozent der 
Substanzen ..... Sei 25 34,4 | 15,6 -- 3,1 12,5 | 6,3 


Praparate, die im Tierversuch eine LD,» von weniger als 50 mg/kg Maus 
zeigen, scheiden fiir die Verwendung im allgemeinen aus, obwohl es auch 
hier Ausnahmen gibt. So haben sich einige lange bekannte Antibiotica, 
lie wegen ihrer Toxizitét zunichst unbeachtet blieben, doch noch fiir 
bestimmte Anwendungen als interessant erwiesen, sei es, daB sie, wie das 
Iyrothricin /8], fiir eine lokale antibiotische Therapie in Betracht 
sommen, oder sei es, wie bei Actinomycin [49], daB ihre Wirksamkeit auf 
sinem ganz anderen Gebiete, in diesem Falle dem der Tumorbekaémp- 
fung [50], entdeckt wird. 

Aber auch neben der Toxizitit gibt es noch Grinde fiir ein Versagen 
yon zunichst sehr aussichtsreich erscheinenden Substanzen. So kann es 
vorkommen, daf die in vitro beobachtete antibiotische Wirksamkeit sich 
ym lebenden Organismus nicht bestatigt, wie es z. B. beim Litmocidin 
51], beim Rhodomycetin [52] und bei der Actithiazinsiure / 53] der Fall 
st, oder auch schlieBlich, daB im Tierversuch erfolgreiche Praparate bei 
Jer klinischen Priifung am Menschen noch unerwartete Nebenwirkungen 
eigen [17]. 

Es ist also ein weiter Weg von der Bodenprobe bis zu einem brauch- 
yaren Antibioticum, und die Forschung auf diesem Gebiet erfordert 
1eben groBen Mitteln ein hohes Ma8 von Idealismus und Hinsatzfreudig- 
<eit aller Beteiligten, um neue wirksame Waffen gegen tédliche Krank- 
1eiten zu schaffen. 
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(Aus dem Pharmakognostischen Institut der Universitat Bonn.) 
Die Nutzung verschiedener N-Quellen 
durch Endomycopsis vernalis*. 


Von 
Horst KATING. 


(Hingegangen am 6. Januar 1955.) 


An anderer Stelle (KaTING, 1955) wurde tiber die primaren Reaktionen 
bei der Assimilation von Aminoséiuren und Amiden durch Endomycopsis 
vernalis berichtet. Es konnte gezeigt werden, daf eine Anzahl dieser 
Reaktionen an der Zelloberflache ablaufen, wodurch ihre Produkte vor- 
tibergehend im Niahrmedium auftreten. Bei der eingehenden Analyse 
dieser Vorginge wurden als N-Quellen fiir den Pilz fast ausschlieBlich 
diejenigen Verbindungen benutzt, die als Zwischenprodukte der Ver- 
arbeitung von Asparagin im AuBenmedium auftreten: Asparaginsaure, 
Glutaminsaure, «-Alanin, y-Aminobuttersiiure und Ammoniumsalze. 
Uber die Befunde mit anderen N-Quellen wurde nur insoweit berichtet, 
als sich daraus Beitrage zum Problem der Reaktionen an der Zellober- 
flache ergaben. 

Alle soeben genannten N-Quellen werden in Verbindung mit Saccha- 
rose als C- Quelle vom Pilz gleich gut fiir Trockensubstanz- und Eiweif- 
bildung genutzt. Dieser biologischen Gleichwertigkeit entspricht eine 
Gleichartigkeit der primiren Vorginge im Zellinneren bei ihrer Assi- 
milation. Stets treten rasch und in groBer Menge die Grundaminosauren 
auf. 

Es schien von Interesse, ahnliche Untersuchungen auf eine grofere 
Anzahl von Aminosiuren auszudehnen, insbesondere ihre Brauchbarkeit 
als N- Quellen fiir unseren Versuchsorganismus zu priifen und einen Ein- 
blick in die Primarvorginge zu gewinnen, die zur Bildung zelleigener 
EiweiBbausteine fiihren. Damit sind die wesentlichsten Ziele der hier 
vorgelegten Untersuchungen gekennzeichnet. 

Eine eingehende Besprechung der Literatur tiber die Nutzung von N-Verbin- 
dungen durch Mikroorganismen ist wegen der iiberaus groBen Zahl der Berichte 
hieriiber nicht méglich, und es sei dafiir auf die allgemeinen referierenden Werke 
verwiesen. Fiir den Abbau der Aminosauren durch Mikroorganismen sei die zu- 
sammenfassende Darstellung von A. JANKE (1951) genannt. Soweit Arbeiten 
anderer Autoren die bei diesen Versuchen sich ergebenden Probleme beriihren, 
werden sie in entsprechendem Zusammenhang besprochen. 


* Teilergebnisse einer von der mathematisch-naturwissenschaftlichen Fakultat 
der Universitat Bonn approbierten Dissertation (D 5). 
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Methodik. 
Die im folgenden verwendeten Kultur- und Analysenmethoden waren die gleicher 
wie bei Katrine (1955) (vgl. auch Heme, 1939; Raar, 1941, und Maas-Forst 
1955). 
Versuchsergebnisse. 
1. Das Wachstum des Pilzes auf verschiedenen N-Quellen. 
Versuchsanordnung. In mehreren Versuchsreihen wurde der Pilz auf WOxTsEi 
Lésung kultiviert, wobei 29 verschiedene Verbindungen als N-Quelle geboter 
wurden. Der N-Gehalt jeder Kulturschale entsprach dem Aquivalentgewicht einer 
1% igen Asparaginlosung. Alle Nahrlésungen wurden mit 0,1 n Salzséure oder 
Natronlauge auf den Anfangs-pg-Wert von 4,2—4,5 gebracht. Tab. 1 bringt did 
halbquantitativen Wachstumsteste nach 5tagiger Versuchsdauer. 


Tabelle 1. 
Wachstum des Pilzes auf 29 verschiedenen N-Quellen nach 5 tagiger Kulturdauer. 


Wachstum Wachstum Wachstum | 
N- Quelle der Kultur | Nate der Kultur | N- Quelle der Kultur: 
Kaliumnitrat ++ y-Aminobutter- | ++++ | Norleucin + 
saure 
sek. Ammon- ++++ | Cystein } (+) Oxyprolin + 
phosphat / 
Ammonium- ++++ | Cystin ++ Prolin +++ 
succinat 
Asparagin ++++ | Glutaminsiure | ++++ | Phenylalanin 4 
Glutamin ++++ | Glykokoll ++++ | Serin ++4++ 
o-Alanin ++++ | Histidin ++ Threonin ++ 
. . . . 
f-Alanin + Ornithin a Tryptophan ++ 
Arginin ob stut Lysin + Tyrosin + 
Asparaginsiure | ++++ | Leucin ++ Valin Se es 
a«-Aminobutter- ++ Tsoleucin + 
saure 


Die Wachstumsteste (Tab. 1) zeigen, da der Versuchsorganismus aut 
13 der N-Quellen sehr gut bis gut wichst: Sek. Ammoniumphosphat, 
Ammoniumsuccinat, Asparagin, Glutamin, «-Alanin, Arginin, Asparagin- 
siure, y-Aminobuttersiure, Glutaminsiure, Glykokoll, Prolin, Serin und 
Valin. Auf allen anderen N-Quellen ist nur maBiges bis sehr schlechtes 
Wachstum méglich, Auf Cystein war nur ein aiuBerst schwaches punkt. 
formiges Wachstum festzustellen. Bemerkenswert ist das gute Wachs. 
tum auf Prolin, wihrend die Hydroxylgruppe des Oxyprolins das 
Wachstum fast vollkommen hemmt. y-Aminobuttersiure ist eine seht 
gute N- Quelle im Gegensatz zu «-Aminobuttersiiure, ebenso «-Alanin im 
Gegensatz zu B-Alanin. 
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In den Kulturen mit Cystin (schwacher bei Cystein) wurde ein deut- 
icher Schwefelwasserstoffgeruch wahrgenommen. Das entweichende 
28-Gas wurde durch Schwiirzung von Bleiacetatpapier identifiziert. 


Bereits Raar (1941) hatte bei unserem Versuchsorganismus auBer Asparagin, 
arnstoff und Ammoniumsalzen einige Aminosduren (Asparaginsiure, Glykokoll, 
yrosin und Leucin) auf ihre Eignung als N-Quellen gepriift. Aus Tab. XII seiner 
beit ist gleichfalls zu entnehmen, daB im Gegensatz zu anderen genannten Sub- 
tanzen Tyrosin und Leucin relativ schlechte N-Quellen sind. Diese Ergebnisse 
erden hier bestatigt und erweitert. 


2. Uber Transaminierungsgruppen bei der Untersuchung 
der freien Aminosaéuren des Mycels. 
Kine Analyse der freien Aminosiuren, die als erste Assimilations- 
rodukte bei verschiedenen N-Quellen im Mycel auftreten, versprach fiir 
nsere allgemeine Fragestellung nach den primiren Reaktionen bei der 
ssimilation der N- Quelle einige Aufklarungen zu bringen. 
Versuchsanordnung. Der Pilz wurde N-arm vorgezogen und nach Ausbildung 
einer starken Myceldecke auf die WouTsn-Nahrlésung mit den variierten N-Quellen 
tibergepflanzt. Nach kurzem Verbleiben auf der neuen Nahrlésung wurde das Mycel 
geerntet, gewaschen, mit Kieselgur in einer Achatschale zerrieben und mit 70% igem 
Alkohol extrahiert (vgl. Paavo, 1947). 

Die Tab. 2 zeigt die freien Aminosiuren, welche im Mycel von Endo- 
mycopsis als erste Assimilationsprodukte gefunden werden, wenn der 
Pilz nach N-armer Vorzucht auf die in der linken Spalte angegebenen 
Aminoséuren umgepflanzt wird. | 

In der 2. Spalte der Tabelle sind halbquantitativ die Wachstumsteste 
zum Vergleich angegeben. Die schon frither (KATING, 1955) untersuchten 
Aminosiuren: Asparaginsdéure, Glutaminsaure, Alanin, y-Aminobutter- 
siure, sowie Asparagin und Ammoniumsuccinat sind nicht aufgefiihrt 
worden. Bei ihnen, die allesamt zu den sehr guten N- Quellen zahlen, war 
festgestellt worden, daB die N-Assimilation tiber die Grundaminosauren, 
vor allem tiber Glutaminsaure lauft. 

Wiederum waren zum Zeitpunkt der Umpflanzung nach der N-armen 
Vorzucht nur sehr geringe Konzentrationen der Grundaminosauren frei 
im Mycel vorhanden. 2 Std nach der Umpflanzung lassen sich schon in 
sroReren Konzentrationen bestimmte Aminosauren, verschieden je nach 
der N- Quelle, fassen. Die N- Quelle selbst reichert sich als solche im Mycel 
an bei Glykokoll, «-Aminobuttersiure, Serin, Leucin, Threonin und 
Valin. Im Mycel nicht feststellbar als freie Aminosiéuren waren Prolin, 
Oxyprolin, Tryptophan sowie Glutamin und nur sehr schwach Arginin, 
wobei: es auBerdem méglich ist, daB letztere Aminosaiure durch einen 
inneren Stoffwechselproze neu gebildet worden ist (Tab. 2, letzte Spalte). 

Grundsatzlich lassen sich bei einer Auswertung der Tab. 2 nach den 
ersten Assimilationsprodukten der N- Quelle zwei groBe Gruppen unter- 


scheiden: 1. Aminosiuren, die als N- Quelle geboten, sofort im Mycel zu 
1:7* 
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Glutaminsiure, Asparaginsdiure und Alanin umaminieren und 2. solche 
deren primire Assimilation offenbar nicht sofort die unter 1. genannter 
Grundaminosiiuren liefert. Zu der ersten Gruppe gehéren neben dem 
schon friiher untersuchten N-Quellen (Katrine, 1955: Asparagin, Aspai 
raginsdure, Glutaminsiiure, Alanin, y-Aminobuttersaure) noch Glyko» 
koll, Serin, Arginin, Valin, Glutamin und Kaliumnitrat. Sie sind alld 


Tabelle 21. Freie Aminosduren des Mycels als erste Assimilationsprodukte nach 2 Std 
Kulturdauer (Umpflanzkulturen). 


| Freie Aminosiuren des Mycels 
N- Quelle eae | Feceeab Gis, | j | se : | . | Cystin/ | N- Quel 
ginsiure| ®min- | Alanin | ibbertatl Leucin | Cystein des 
siure | | Leee| Mediums » 
Im Zeitpunkt der) | | / / 
Umpflanzung . — + | +] + ]— (2) La 
2 Std nach Um- | | | | 
pflanzung auf: | | 
Kaliumnitrat . ++ fob | aan + | — | — = 
Glutamin. .. | #AE+ | ++ Kons 1 | (+) — 
Glykokoll. . . | ++++ | ++ Lats | at ees | (+) oe an 
Sern. . . 2 © | ++++ | ++ [+++] + | + | — + +++ 
a«-Aminobutter- : 
RENT WS » Sey ++ + | + + | = ++ | + | +++4 
Threonin .. . ++ + | + > ale (+) | + ++ 
Valints “aan, +++ + rere ee ask <a £ +448 
COUGH Ma etter ++ Pcs eden ee + ++ 
PROlNe -.tece cars +++ ++ |+4++ + 4 — + 3] — 
Oxyprolin. . . + + + + | — (+) 4 Bl: 
Tryptophan. . ++ a rly) eet _—~ (+) #L =; 
WAT AMIN tg et +++ ++ ++ a —— + + (+)?) 


? Ks sind nur die nach der Umpflanzung deutlich auftretenden Aminosiuren auf- 
gefiihrt; geringe Spuren anderer Aminosauren sind fortgelassen worden, weil sie als 
primaire Assimilationsprodukte nicht in Frage kommen. 


dadurch gekennzeichnet, daf sie sehr gute N- Quellen fiir den Organismus 
darstellen. Kine Ausnahme ist nur das Nitrat, bei dem kein gutes Wachs- 
tum zu verzeichnen war. Sehr wahrscheinlich ist das auf die physio- 
logisch-alkalische Reaktion dieser N- Quelle zuriickzufiihren (vgl. Hern). 

Zu der zweiten Gruppe gehéren diejenigen Aminosiuren, die fiir den 
Versuchsorganismus schlechte N-Quellen sind: «-Aminobuttersiure. 
Leucin, Oxyprolin, Tryptophan, Threonin. Diese sind dadurch gekenn- 
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eichnet, daf sie sich (s. Tab. 2 bei a%-Aminobuttersiure, Leucin und 
‘hreonin) wohl im Mycel stark anreichern, aber nicht oder nur sehr 
chlecht zu den Grundaminosauren transaminieren. Bei Tryptophan und 
xyprolin ware noch zu priifen, ob sie itberhaupt in die Zelle eintreten. 
Bei langerer Kulturdauer verschiebt sich bei Leucin und «-Amino- 
uttersiure das Bild etwas. Nach 20 Std z. B. tritt bei diesen auch Glut- 
minsdure etwas starker hervor, ohne jedoch die Konzentration wie bei 
den guten N-Quellen zu erreichen. 

Die Enzymsysteme, die zum Aufbau der EiweiBbausteine fiihren, sind je nach der 
\rt des Organismus verschieden. Die zentrale Rolle der Aminodicarbonsauren fiir 
len N-Stoffwechsel ist aber unbestritten. In einigen neueren Arbeiten wird bei dem 
N-Stoffwechsel von bestimmten ,,Transaminierungsgruppen® von Amino- 
sduren gesprochen. So berichten Roperts, Cowin, Brirren u. ABELSON (1953), 
OLTON, BRITTEN u. Cowie (1953) sowie ABELSON, Boiron, Britten, CowIre u. 
OBERTS (1953) auf Grund von Versuchen mit markiertem /N bei Escherichia coli, 
daB es immer ganz bestimmte Reaktionsgruppen bei der Bildung der Aminosduren 
im Zellinneren gibt (vgl. auch Lien jun. u. GREENBERG, 1952). Gegeniiber anderen 
Organismen (z. B. Torulopsis utilis) ergeben sich gewisse Unterschiede. RUDMAN u. 
MEISTER (1953) erhielten mit zellfreien Extrakten eines Escherichia coli-Stammes 
zwei verschiedene Gruppen von Aminosiuren, die durch Transaminierungs- 
reaktionen mit der Glutaminsaéure verbunden sind. Die Aminosduren der ersten 
Gruppe (Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan und Asparaginsiure) und die der 
zweiten Gruppe (Isoleucin, Valin, Leucin, Norleucin und Norvalin) standen simtlich 
mit der Glutaminsaure in einem Transaminierungsverhaltnis. Ks fanden auch Um- 
wandlungen zwischen den Aminosauren statt, die zu einer Gruppe zusammengefabt 
sind, nicht oder nur sehr langsam aber von Aminosauren der einen Gruppe zu denen 
der anderen. 

Nach den Ergebnissen der Tab. 2 zeichnen sich anscheinend auch bei 
Endomycopsis vernalis solche Transaminierungsgruppen ab. Die Analysen 
der freien Aminosiuren des Mycels bei der N-Assimilation von ver- 
schiedenen N- Quellen ist in Verbindung mit dem Wachstum der Kultur 
eine starke Stiitze fiir die von BraunsTEIn (1947) entwickelte Auf- 
fassung von dem ,,koppelnden System I. Ordnung der Aminodicarbon- 
siuren‘‘. Alle N-Quellen naimlich, die ein gutes Wachstum des Pilzes be- 
dingen, erfahren im Mycel eine primaére Umsetzung zu den Amino- 
dicarbonsiuren, die eine Zehnerpotenz stairker konzentriert auftreten als 
andere Aminosiuren. Dann erst setzt von hier aus durch Transaminierung 
die Synthese weiterer kérpereigener Aminosiuren ein. Die schlechten 
N- Quellen sind offenbar dadurch gekennzeichnet, dai der Pilz sie nicht 
direkt zu Glutaminsiure und Asparaginséure umsetzen kann. Die 
zentrale Rolle der ,,Grundaminosauren“ fiir den N-Stoffwechsel und das 
Wachstum des Pilzes wird damit erneut bestatigt. 

Es mu dazu aber festgestellt werden, da die Aminosiuren der letzt- 
yenannten Gruppe der N-Quellen bei langerer Kulturdauer dennoch 
volistindig vom Versuchsorganismus genutzt werden konnen. Diese 
angsamere Nutzung schlieBt aber die obengenannten Folgerungen nicht 
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aus. Ebenso sind bei dieser Einteilung in die beiden Gruppen Adaptions 
versuche auf die ,,schlechten‘‘ N- Quellen nicht durchgefiihrt worden una 
unberticksichtigt geblieben. 


3. Die Transaminierung von «-Aminobuttersaure 
zu a4-Alanin und Leucin. 


Einer speziellen Untersuchung bediirfen die Ergebnisse (Tab. 2) 
welche in der Kultur mit «-Aminobuttersiure als N-Quelle erziel 
wurden. Hier steht nach 2stiindiger Kultur das Leucin mengenmaBig 
an der Spitze unter den Aminoséuren des Mycels, wihrend die ,,Grund. 
aminosduren‘‘ (Glutaminsaure, Asparaginsaure, «-Alanin) stark zuriick: 
treten. Im Zusammenhang damit sei daran erinnert, daB friiher (KATING 
1955) tber das Auftreten relativ groBer Mengen von «-Alanin und Leucir 
im AuBenmedium von «-Aminobuttersiure-Kulturen berichtet werder 
konnte. Es liegt die Vermutung nahe, daB hier ein Transaminierungs. 
system vorliegt, welches die genannten Aminosaiuren miteinander ver. 
bindet. Eine Klarung schien deswegen von besonderem Interesse, weil 
es sich um Transaminierungsreaktionen handelt, die in der Literatur 
noch nicht gesichert sind. 

In den kurz vorher zitierten Arbeiten iiber die ,,Aminosaurenfamilien‘‘, die unter- 
einander transaminieren, wurde auch eine Transaminierung zwischen «-Amino- 
buttersiure iiber «-Ketoisocapronsaure zu Isoleucin beschrieben (vgl. auch Um- 
BARGER u. MaGanasik, 1952). Von RupMaN u. MersTEr (1952) wurde eine solche 


zwischen Alanin iiber «-Ketobuttersiure zu «-Aminobuttersaure und zwischen Valin 
und «-Ketobuttersiure zu «-Aminobuttersaure gefunden. 


Zum Nachweis der angenommenen Transaminierungsreaktionen 
wurden enzymatische Versuche mit toten Zellen von Endomycopsis 
vernalis durchgefiihrt. 


Versuchsanordnung. Der Pilz wurde auf 1%iger Ammoniumsuccinatlésung vor- 
gezogen, nach 4 Tagen geerntet, gewaschen und mit Chloroform abgetétet. Zu 5 ml 
einer dichten Pilzsuspension wurden jeweils 5 ml der in Tab. 3 verzeichneten 
Lésungen in einer Konzentration von 0,1 Mol gegeben. 


Die Substratlésungen waren durch 0,1 n Natronlauge oder Salzsiure auf das 
gleiche Anfangs-py (5,2—5,4) gebracht worden. Es wurden jeweils 10 ul der Lésung 
nach 12 Std chromatographiert. Schwach auftretende Aminosauren, die auf Grund 


der Kontrollanalyse (a) aus der Autolyse der Zellen stammen, sind in Tab. 3 nicht 
angefiihrt. 


Tab. 3 bringt die papierchromatographische Analyse nach 12 Std 
Kinwirkungszeit des abgetoteten Pilzes auf das Substrat. 


Bei Zusatz von «-Ketoisocapronsiiure ist bei dem Ansatz mit «-Amino- 
buttersiéure eine eindeutige, wenn auch nicht sehr starke Steigerung der 
Leucin-Konzentration festzustellen (b), desgleichen eine deutliche Ver- 
mehrung des Alanins bei Zusatz von Brenztraubensaure (c). Der Zusatz 
von «-Ketobuttersiiure zu Leucin bewirkt ein deutliches Auftreten von 
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-Aminobuttersiure (d), wahrend die Zugabe von Brenztraubensiure keine 
teigerung von Alanin (c) gegentiber den Kontrollen (e und f) bedingt. 


Gleiche Ansitze mit y-Aminobuttersdure statt «-Aminobuttersiure 
Is Substrat lieBen keine Transaminierung erkennen. Versuche mit Am- 
oniumsuccinat und «-Ketoisocapronsiure oder Brenztraubensdure als 
ubstrat verliefen ebenfalls negativ, so da eine Bildung der Amino- 
auren durch eine direkte Aminierung nach Freimachung von Ammoniak 
usgeschlossen werden kann. 


Tabelle 3. Enzymatische Versuche zum Nachweis der Transaminierung 
von «-Aminobuttersdure. 


Aminosduren im Ansatz nach 12 Std 
ersuch Substrat 
3 a-Amino- 3 
a-Alanin Hutioraure Leucin 
a Wasser. (Kontrolle) 2... ...- + — Spur 
b a-Aminobuttersaure + «-Ketoiso- 
Chidvoaeiges S Bos 6 5 a Go oe = Pts at at 
Cc a-Aminobutterséure + Brenz- 
URW Gg Go -B54 4 0 0 & sear eae INP Spur 
d Leucin + «-Ketobuttersiure. .. . _ + ++4++ 
e Leucin + Brenztraubenséiure .. . + = +4+++ 
f a-Aminobuttersiure ....... + ++4++4+ Spur 
g IEOIICIN why seer Rar Rouge of ies = +P = Ses ap ar 


Die Versuche mit den abgetéteten Zellen bekraftigen somit die Ver- 
mutung, da% das Auftreten von Alanin und Leucin bei den Kulturen mit 
,-Aminobuttersiure als N- Quelle auf ein spezifisches Transaminierungs- 
system zuriickzufiihren ist. Dieses katalysiert die Transaminierungs- 
reaktionen: 1. «-Aminobuttersiure + «-Ketoisocapronsaiure — Leucin; 
2. «-Aminobuttersiure + Brenztraubensiure — «-Alanin. Diese enzy- 
matischen Reaktionen sind nicht sehr stark verlaufen. Ob das an einem 
ungiinstigen py-Wert der Lésung liegt, oder an einer vielleicht not- 
wendigen Adaptation des Pilzes an dieses Substrat, oder an anderen 
Faktoren, bedarf noch genauerer Untersuchungen. 


4, Quantitative Untersuchungen tiber das Wachstum des 
Pilzes auf Glykokoll, y-Aminobuttersaure und Leucin, 


Die folgende Versuchsreihe sollte dazu dienen, an einigen Aminosauren 
lie in Abschnitt 1 (S. 236 f.) qualitativ gefundenen Unterschiede zwischen 
jguten und ,,schlechten“ N-Quellen durch eine quantitative Bestim- 
nung der Stoffproduktion zahlenmabig zu erfassen. Als Beispiel fiir die 
srstere Gruppe wurden Glykokoll und y-Aminobuttersaure, fiir die 


etztere Leucin genommen. 
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Versuchsanordnung. Nach Vorzucht 
Sia oso einer Nahrlésung mit 1/,% Ammoniumr 
3 Z1gaeo¢e se succinat wurden die Kulturen auf dié 
i aegis? Woxrse-Lésungen mit Glykokoll, y-Amit 
nobuttersiure und Leucin als N-Quelli 
- = umgepflanzt. Alle N-Quellen waren N\ 
= ma Se siorons oie aquivalent zu 1% y-Aminobuttersaure: 
S § celiac oa a Der Zuckergehalt der zweiten Nahrlésung 
os a3 a wurde von 7,5% auf 3,7% herabgesetzt: 
3 a Die quantitative Aufarbeitung 
5 = (Tab. 4) zeigt, daB die Kulturer 
% Se) SaaS auf ,,schlechten Aminosiéuren“ (Bei- 
= 2 [AAR 6 8 + spiel: Leucin) im Wachstum gegen- 
° + . * 1 
$ ra} iiber denjenigen auf den ,,guten N- 
FS Quellen® zuriickbleiben. Die Kultur 
= ns auf Leucin hat in der Zeiteinheit 
3 Saevaosrs eine geringere Zunahme des Trocken- 
he =. a gewichtes und der Assimilation von 
a ee Stickstoff als die beiden anderen 
oe ee N-Quellen. Wahrend letztere Kul- 
Leen) o ; 2 
Se] eas “ RSSZSR8S turen nach 53 Std Kulturdauer 
Selina SPS HOS : é g 
3 | 3 E SS ees ihre N- Quelle bis auf geringe Spuren 
Ree YL assimiliert hatten (Ausgangswert des 
Se Ta =  Gesamt-N in der Nahrlésung = 
8 a w/22EAarmen = 15,2 mg), waren in der Leucinkultur 
S sFISaeeses F ey re en 
3 2 |RAARSSE & noch etwa 6mg je Schale vor- 
& E =  handen. 
n —= 
NS | I : 
S 4 Bemerkenswert ist ferner, dak 
= 5 : 
s tul]ee,oeoo § © sich auf dem Leucin-Nihrboden im 
© SH + 
S BFISS 'ESRS F prozentualen N- und Fettgehalt des 
S tee hee ed a Pilzes Anzeichen eines N-Mangels 
S es 3 bemerkbar machen. Tab. 5 bringt 
21S i/ee/5RS8SaSS 2 den prozentualen Gehalt an Ge: 
Oo 3 q el + iw n “ =e n . - 
lhe Al Sn wea 2 samt-N und Fett der drei Kulturen 
— me] 3) - hs 
g | & |——|——__—_— —— § nach 53 Std Kulturdauer nach der 
Q a ~~  Umpflanzung. Neben dem niedrigen 
ms SwlOrnarnarne & Gewicht der Trockensubstanz zeigte 
< BAISSeSorad F : : ¥ 
3 a PR RA eens < sich auch in dem héheren Fettgehalt 
fos} —] . 50/ 11 : 
5 & = (27,5% gegentiber 18,4°% bei Glyko- 
5 > _ ¢~ siKkoll und y-Aminobuttersiiure) der 
q Pp ‘ . 
eg 5 @ Leucin-Kultur die schlechte Nutzung 
My ‘ 
» 8 3 mie De < dieser N- Quelle. 
nn i) : ° 
ae es 4 Man wird nicht fehlgehen, wenn 
= 5 man die schlechte Nutzung des 
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Tabelle 5. Prozentualer N- und Fettgehalt der Trockensubstanz nach 53 Std. 


y-Amino- 


N- Quelle | Glykokoll | aftersiare | Leucin 
Fett %. 2. | 18,4 | 21,7 | 27,5 
Gesamt-N. . . | 3,7 3,7 | 3,6 


1 


eucins als N- Quelle mit seiner langsamen Umaminierung zu den Grund- 
minosdéuren in Beziehung bringt. 


5. Zur Nutzung des Kohlenstoffgeriistes der N- Quellen. 


In allen bisher durchgefiihrten Untersuchungen wurde nur das Schick- 
al der NH,-Gruppen der von au8en gebotenen Quellen untersucht. Das 
-Gertist der Aminosauren blieb dabei unberiicksichtigt. Es konnte aber 
ahrscheinlich gemacht werden, daf einige Aminoséuren (Valin, Serin, 
a-Aminobuttersiure, Glykokoll u.a.) offenbar als ganzes Molekiil aus 
dem Nihrmedium in die Zelle aufgenommen werden. Hs ist also zu ver- 
muten, daB auch die C-Geriiste dieser N-Quellen im Zellstoffwechsel 
genutzt werden. An einigen ausgewahlten Aminosauren sollte das ge- 
prift werden. 

Da aus den Untersuchungen von Raar (1941) bekannt war, dab Hndo- 
mycopsis tiberhaupt nicht anwichst, wenn er auf Nahrldsungen geimpft 
wird, die Asparagin oder Aminosiuren als einzige N- und C-Quellen 
enthalten, wurde mit Umpflanzkulturen gearbeitet. 

Versuchsanordnung. Die in Tab. 6 wiedergegebenen Experimente wurden als 
Parallelversuche durchgefiihrt. Eine N-arm aufgezogene Pilzdecke wurde nach 
31/, Tagen auf Wéxrtsn-Lésungen ohne Zucker mit folgenden N-Quellen um- 
gepflanzt: a) 1% y-Aminobuttersiure; b) 2% y-Aminobutterséure; c) Leucin; 
d) Glykokoll; e) Asparagin. Die 3 letztgenannten Verbindungen waren N-dquivalent 
zu 1% y-Aminobuttersiure. Die Aminosiuren waren die einzige C-Quelle in der 
Nahrlésung. Unter den aufgefiihrten Verbindungen ist Leucin eine schlechte N- 
Quelle mit langem C-Geriist, Glykokoll eine gute N-Quelle mit kurzem C-Gerist. 
Die analytische Aufarbeitung der Pilzsubstanz und der Restnahrlésung geschah 
nach der bekannten Methode. Alle Zahlen wurden aus je 3 Parallelkulturen ge- 
mittelt. 


In Tab. 6 interessiert zunichst die Veranderung des Trockengewichtes 
wahrend der Versuchsdauer. Trotz Abwesenheit einer besonderen éuberen 
C- Quelle nimmt es in allen Kulturen mit Ausnahme der Leucinreihe zu. 

Die Zunahme der Trockensubstanz erfolgte trotz einer kontinuierlichen 
Abnahme des Fettgehaltes um rund 35—40 mg/Schale. Hier fallt nur die 
Kultur mit 2°, y-Aminobuttersiure aus der Reihe; bei ihr ging der Fett- 
gehalt nur um etwa 13 mg zuriick. — Es ist klar, daB diese Vermehrung 
der Trockensubstanz auf eine Verwertung des C-Geriistes der in der 
Nahrlésung gebotenen Aminosduren zuriickgefiihrt werden muf. Be- 
sonders aufschluBreich ist, da& die Kultur auf 2% y-Aminobuttersaure, 
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also mit der gréBten Menge an Aminosauren-C, auch in bezug auf di 
Neubildung von Trockensubstanz an der Spitze steht (105 mg Zunahm 
gegentiber 55 mg bei 1% y-Aminobutterséure). Offensichtlich ist auch 
die relativ geringe Abnahme des Fettgehaltes gerade dieser Kultur so zut 
erkliiren, daB das gute Angebot an C-Geriisten, die aus der y-Amino-: 
buttersiure stammen, eine Schonung der zelleigenen C-Reserven zum 
Folge hat. 


Tabelle 6. Umpflanzkulturen von 1 und 2% y-Aminobuttersiure, Leucin, Glykokoll\ 
und Asparagin ohne Zucker. 


Alter der Trockengewicht N Fett N in der NH,in der 
Kulturen mg im Mycel im Mycel Restlésung Restlésung 
in Stunden mg mg mg | mg 
Auf 1% y-Aminobuttersaure 
0 214,2 4,37 71,8 13,30 Spur 
12 199,3 8,12 66,5 9,50 — 
20 242,7 12,20 56,0 6,90 1,93 
36 258,1 13,60 58,7 5,20 4,47 
48 269,4 14,20 54,0 5,00 4,43 
72 236,9 12,10 33,5 6,00 4,83 
Auf 2% y-Aminobuttersiure 
0 214,2 4,37 71,8 22,30 Spur 
12 204,4 8,87 80,8 — — 
20 255,4 12,70 81,5 17,80 1,19 
36 305,4 17,00 74,5 13,80 6,30 
48 320,4 17,30 65,0 14,20 7,00 
72 300,1 15,90 58,5 14,80 8,40 
Auf Leucin 
0 214,2 4,37 71,8 13,10 Spur 
12 212.6 5,87 65,6 11,80 0,27 
20 224,8 6,57 73,0 10,20 0,20 
36 213,8 6,85 67,0 10,00 0,15 
48 175,6 5,75 54,0 10,70 0,29 
72 165,3 5,85 34,0 12,30 0,43 
Auf Glykokoll ; 
0 214,2 4,37 71,8 12,80 Spur 
12 193,5 6,99 59,0 11,70 0,22 
20 198,2 8,80 56,0 7,50 0,86 
36 216,5 11,20 —— 5,30 4,93 
48 236,2 11,60 35;3 5,10 — 
72 242,9 12,20 39,2 4,80 4,60 
Auf Asparagin 
0 214,2 4,37 71,8 13,70 0,12 
12 192,2 7,90 61,0 9,80 1,48 
20 209,6 10,60 46,5 6,90 4,13 
36 231,9 11,70 — 5,70 5,80 
48 244,5 11,50 49,0 — 4,47 
72 223,6 12,00 32,3 5,90 5,30 
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Hine Ausnahme, die aber gerade die soeben gezogene SchluBfolgerung 
titzt, bildet die Leucin-Kultur!. Auf dieser schlechten N- Quelle hat der 
ilz nach 36 Std mit 2,48 mg N das Maximum der Stickstoffaufnahme 
rreicht. Die Parallelkulturen auf anderen N-Quellen assimilierten da- 
egen 8—13 mg N. Das Trockengewicht der Leucin-Kultur sinkt im 
Gegensatz zu allen anderen Reihen. Dieser Verlust an Trockensubstanz 
rfolet, obwohl im Leucin ein groBeres C-Geriist geboten wird als z. B. 
in der y-Aminobuttersaiure oder gar im Glykokoll. Es ergibt sich also, 
aB Leucin offenbar nicht nur eine schlechte N-Quelle, 
ondern auch eine schlechte C- Quelle ist. Es ist anzunehmen, 
daB beide Wirkungen Hand in Hand gehen. Hs liegen offenbar 
hier Beziehungen vor, die noch einer eingehenden Untersuchung be- 
diirfen. 

Weitere indirekte Anhaltspunkte zur Verwertung des C-Skelets von 
Aminosauren ergeben sich aus Versuchen, die in Tab. 7 wiedergegeben 
sind. 

Schon in fritheren Versuchen (KaTINnG, 1955, insbesondere S. 376ff.) 
war festgestellt worden, daB sich stets gréBere Mengen von NH, in der 
Nahrldsung anreichern, wenn Aminosiuren ohne Zucker, also als alleinige 
N- und C-Quelle einer vorgebildeten Pilzdecke geboten werden. Die 
Ammoniakanreicherung ist die Folge davon, daB bei C-Mangel die N- 
Assimilation bald zum Stillstand kommt. Das gleiche zeigt auch Tab. 6. 
Dariiber, ob die bei der Desaminierung freiwerdenden C-Geriiste tat- 
sichlich vom Stoffwechsel des Pilzes genutzt werden, ist damit allerdings 
noch nichts gesagt, wenn man von den deutlichen, aber indirekten Hin- 
weisen absieht, die sich oben aus der Zunahme an Trockensubstanz bzw. 
ihrer Abnahme im Falle des Leucins ergeben. 

DaB sich aber Ammoniak und nicht gleichzeitig aquivalente Mengen 
organischer Saiuren im Nahrmedium anreichern, wird durch die Unter- 
suchung der py-Verschiebung deutlich, wie Tab.7 zeigt. Bei diesen Ver- 
suchen wurde der vorgezogene Pilz auf WéitsE-Lésung mit Asparagin, 


Tabelle 7. pu-Werte der Nahrlosungen von Umpflanzkulturen mit und ohne Zucker. 
Sittattnss se Ne ie 


Versuch Nahrlosung 0 Std | 5 Std |10 Std|/16 Std|31 Std|50 Std 
aa ee ee ee ee ee ee 
a Asparagin mit Zucker... . . 5,0 | 5,0 | 4,8 | 4,4 | 4,0 | 4,9 
b Asparagin ohne Zucker. . .. . 5,0 | 5,0 | 5,0 | 5,8 | 6,8 | 8,0 _ 
c Asparaginsdiure mit Zucker. . . 3,5 | 3,5 | 3,0 | 3,2 | 3,4 | 3,8 
d Asparaginsaure ohne Zucker . . B50 3,5 357 19337) 1°3,8°|'7,0 
e Ammoniumsuccinat mit Zucker . 5,4 | 5,4 | 5,0 | 4,2 | 3,8 | 5,0 
f Ammoniumsuccinat ohne Zucker 5,4 | 5,4 | 5,4 | 6,0 | 7,3 | 8,0 


1 Vgl. dazu die Kulturversuche im vorhergehenden Kapitel, wo gleiche Er- 
scheinungen auch in der Leucinkultur mit Zucker im Vergleich zu anderen N- Quellen 
festzustellen sind. 
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Asparaginsiure und Ammoniumsuccinat, jeweils in Parallelen mit und 
ohne Zucker umgepflanzt. 

Die Unterschiede zwischen den Kulturen mit und ohne Zucker sind 
in allen diesen Reihen sehr aufschluBreich. Mit Zuckergabe bleibt das 
px in allen Fallen im sauren Bereich, ohne Zucker reichert sich NH, am 
und bewirkt eine deutliche Erhéhung des py-Wertes. Daraus kann miti 
groBer Sicherheit geschlossen werden, dafs in zuckerfreier Kultur die 
C-Geriiste der Aminosiuren im Stoffwechsel verbraucht werden, wahrend 
das abgespaltene NH, unverbraucht liegen bleibt. 

Ahnliche Untersuchungen tiber die Nutzung von Kohlenstoffresten von Amino- 
sduren stellten ScuuLTz, McManus u. PompEr (1949) bei Hefen an. Nur wenige Hefen 
vermochten den Kohlenstoffrest von Alanin, Arginin, Asparaginsaiure, Glutamin- 
siure, Asparagin, Glykokoll, Prolin und Serin zu nutzen. Interessant ist der Hin- 
weis der gleichen Verfasser, da die Verwendung des C-Geriistes von Aminosauren: 
mit gewissen Voraussetzungen der N-Assimilation gekoppelt ist. Wurden namlich: 
Glutaminsaiure oder Prolin von den Versuchsorganismen nicht angegriffen, so 
blieben auch die Kohlenstoffkomponenten anderer Aminosaiuren ungenutzt. — 
Morues (1953) berichtet, daB die zelleigenen C-Reserven (Glykogen) der Hefen nur 
eine langsame N-Assimilation gestatten. 

Es kann mithin geschlossen werden, daB bei der Erklirung der guten 
oder schlechten Eignung einer Aminosiiure als N- Quelle fiir einen be- 
stimmten Organismus auch auf die Verwertbarkeit ihres C-Geriistes 
geachtet werden mu}. Man vergleiche dazu auch die Ausfiithrungen bei 
RippEt-BaupEs (1955). 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Neben Ammoniumsalzen und Nitraten, Asparagin und Glutamin 
wurden 23 Aminosauren auf ihre Eignung als N- Quelle fiir Endomycopsis 
vernalis geprift. Als gute N-Quellen erwiesen sich: sek. Ammonium- 
phosphat, Ammoniumsuccinat, Asparagin, Glutamin, «-Alanin, Arginin, 
Asparaginsaure, y-Aminobuttersiiure, Glutaminsiure, Glykokoll, Prolin, 
Serin und Valin, wahrend Kaliumnitrat, 8-Alanin, «-Aminobuttersaure, 
Cystein, Cystin, Histidin, Ornithin, Lysin, Leucin, Isoleucin, Norleucin, 
Oxyprolin, Phenylamin, Threonin, Tryptophan und Tyrosin schlechte 
N-Quellen sind. 

2. Bei Erniihrung mit ,,guten‘‘ N-Quellen treten im Zellinnern die 
Grundaminosiuren (Glutaminsiiure, Asparaginsiure, Alanin) rasch und 
in hoher Konzentration auf, Bei den ,,schlechten“ N-Quellen sind diese 
Primarprodukte weniger deutlich erkennbar. Es diirfte ein direkter Zu- 
sammenhang zwischen der Eignung einer N- Quelle und ihrer Fahigkeit 
bestehen, rasch in die zu den Grundaminosiuren fiihrenden Umaminie- 
rungsreaktionen einzutreten. 

3. In Versuchen mit abgetétetem Pilzmaterial konnte eine enzyma- 
tische Umaminierung: «-Aminobuttersiiure + Brenztraubensiure 
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Alanin und «-Aminobuttersiure + «-Ketoisocapronsiure — Leucin 
ahrscheinlich gemacht werden. 

4. Aus Bilanzversuchen bei Kulturen mit Asparagin, Glykokoll, y- 
minobuttersiure und Leucin als jeweils einziger N- und C- Quelle er- 
eben sich Anhaltspunkte dafiir, daB auch die C-Skelete der ersteren 
Verbindungen, nicht aber des Leucins, im Stoffwechsel des Pilzes 
erwendung finden. 


Die Untersuchungen wurden von meinem verehrten Lehrer, Prof. Dr. Maxt- 
ILIAN STEINER, angeregt und wahrend ihrer Durchfiihrung in jeder Weise gefér- 
rt. Die Deutsche Forschungsgemeinschaft stellte eine Sachbeihilfe zur Verfiigung. 
n Genannten sei hiermit aufs herzlichste gedankt. 
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Physiologische Untersuchungen an Zygomyceten*. 


Von 
R. RITTER. 


Mit 10 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 15. Februar 1955.) 


Der Entdeckung des Penicillins folgte die systematische Erforschung 
vieler Mikroorganismen auf das Vorkommen antibiotisch wirksamer 
Stoffe. Bei Phycomyceten ist diese Fahigkeit aber nur schwach aus- 
gebildet, wie sich aus Untersuchungen verschiedener Autoren (z. B. 
Waxksman, 1947; Harris, 1948; JEFFEeRS, 1953; Birinc, 1954) ergibt. Das 
gleiche gilt hinsichtlich der Ausbildung von Farbstoffen. 

Es erschien nun wiinschenswert, der Frage nachzugehen, ob gewisse 
stoffwechselphysiologische Eigenschaften eine Erklarung fiir das Zuriick- 
treten der Hemm- und Farbstoffbildung bei Zygomyceten ergeben 
kénnten. In erster Linie handelt es sich dabei um die Frage der Autolyse, 
in deren Verlauf die Bildung zahlreicher Antibiotica und Farbstoffe ein- 
zusetzen pflegt, wie man Beispielen aus der Literatur entnehmen kann 
(z. B. WaxsMAn, 1947; Foster, 1949; Dretzet u. Mitarb. 1950). Die 
nachstehenden Untersuchungen befassen sich mit der Bestimmung von 
a) Trockengewicht, Stickstoffgehalt, Aminosiurenzusammensetzung des 
Mycels, und b) des léslichen Stickstoffs, des Phosphor- und Ammoniak- 
gehalts, des Verbrauchs von Kohlenstoff- und Stickstoffquelle sowie 
des pu-Werts des Kulturmediums. 


Methodik. 


Zichtung der Pilze in 200 cm’-Erlenmeyer-Kolben mit 50 cm? Nahrlésung 
bei 25° C; fiir jede Analyse wurden 3 Kolben entnommen, deren Mittelwerte aus- 
reichende Genauigkeiten ergaben. Die Sterilisation erfolgte in der iiblichen Weise 
im Autoklaven. Bei beginnender Sporenbildung wurden die ersten Analysen vor- 
genommen. 

Impfmaterial (Sporen) wurde durchschnittlich 5 Wochen alten Wiirzeagar- 
Schragréhrchen entnommen und in sterilem Wasser aufgeschwemmt. Bei Ein- 
haltung gleicher Bedingungen war die Sporenkonzentration keinen groBen Ver- 
anderungen unterworfen, so daB sich eine Sporenzihlung eriibrigte. Beimpft wurde 
mit einer vorher autoklavierten Glasspritze. 

Das Mycel wurde durch N-armes Filtrierpapier (Schleicher & Schiill Nr. 2095) 
von der Nahrlésung abfiltriert und 24 Std bei 95° C getrocknet. 


* Gekiirzte Dissertation der mathematisch-naturwissenschaftlichen Fakultat der 
Universitat Gottingen 1954. 
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Prifung der antibiotischen Wirkung. Es wurden die iiblichen Teste 
Loch-, Strich- und Zylindertest) angewendet mit Filtraten von Wiirzekulturen 
d neutralen Mycelextrakten; diese waren gewonnen sowohl durch erschépfende 
oxhlet-Extraktion in der Reihenfolge Petrolather, Aceton und Methylalkohol als 
uch durch Kochen mit Wasser. 

Stickstoffbestimmung. Nach der Kjeldahl-Methode, im Halbmikroapparat 
ach PARNAS-WAGNER nach der Vorschrift von Parnas (1938). 

Phosphorgehalt. Er wurde nur im Kulturmedium bestimmt. Die Differenz 
zwischen dem P-Gehalt der unbeimpften Nahrlésung, der bei jeder Versuchsreihe 
rmittelt wurde, und dem untersuchten Kulturfiltrat ergab die vom Organismus 
ufgenommene P-Menge. Die Phosphoranalyse wurde colorimetrisch nach der 
olybdanblau-Methode von Scurxrt (1937) durchgefiihrt unter Verwendung des 
ichtelektrischen Becherglascolorimeters nach Rimam-LaneGn, dessen Hinsatz so 
erandert worden war, da er eine Kiivette aufnehmen konnte. Reduktionsmittel 
war dabei ,,Photo-Rex“‘ (Merck). 
pu-Messung. Mit dem ,,Metrohm-px-Meter* mittels einer Glaselektrode. 
Zuckerverbrauch. Als Differenz aus der unbeimpften Kulturflissigkeit; mit 
(FruLincscher Loésung nach der Methode von Lramann-MAaQuENNE-SCHOORL 
itrimetrisch bestimmt (KLEIN, 1932a; BeRnuAvER, 1939). 

Nitrat-Stickstoff. Nach der Reduktionsmethode mit pulverisierter DEVARDA- 
egierung in alkalischem Milieu nicht zu hoher OH-Ionenkonzentration und bei 
Zimmertemperatur, da nach Pynz (1927) nur unter diesen Bedingungen gegebenen- 
falls vorhandene Amide nicht angegriffen werden. Dazu wurde wahrend 12 Std 
in NH,- und CO,-freier, schwacher Luftstrom durch Erlenmeyer-Kolben geleitet, 
wobei mehrere Bestimmungen nebeneinander durchgefiihrt werden konnten, indem 
jeweils ein Reduktionsgefa8 und eine Vorlage hintereinander geschaltet wurden. 
Durch Titration der vorgelegten 0,1 n H,SO, wurde das durch Reduktion gebildete 
NH, bestimmt. Die von den Kulturen gebildete Ammoniakmenge wurde ohne 
Zusatz von Drvarpa-Legierung in der gleichen Weise ermittelt. 

Léslicher Stickstoff. Die gesamte mit der Kjeldahl-Methode erfafibare N- 
Menge der Kulturlésung, die nach Abzug von NH, verbleibt. 

Mycelhydrolysate. Die gut gewaschenen Mycelien wurden 40 Std in 6 n 
HCl hydrolysiert, Tryptophan durch Zusatz von 20% Amylalkohol vor der Zer- 
storung geschiitzt (SIFFERD, 1949). 

Freie Aminosaduren. Durch Zerreiben des Mycels mit Quarzsand und 24- 
stiindige kalte Extraktion mit 80%igem methylvergilltem Alkohol (THompson, 
1951; MrgertTrnen, 1951). 

Papierchromatographische Bestimmung der Aminosauren. Haupt- 
sachlich zweidimensional auf Papier von Schleicher & Schiill Nr. 2043b nach An- 
gaben von Prennic (1954). Losungsmittel der ersten Dimension waren Butanol- 
Eisessig-Wasser 40:10:50, die der zweiten g-Picolin-Hisessig-Wasser 23:2:75. Fiir 
die Mycelhydrolysate betrug die je Bogen aufgetragene Lésungsmenge 0,15 cm? 
(je 100mg Myceltrockengewicht: 3 cm? H,O + 1 em? Alkohol), fiir die freien 
Aminosiuren 0,12 cm® (je 100mg Myceltrockengewicht: 0,3 cm? H,O + 0,1 em’ 
Alkohol). Histidin konnte nicht identifiziert werden und wurde deshalb nicht in 
die Betrachtungen einbezogen. 

Statistische Sicherung der Ergebnisse. Mittlerer Fehler nach der Formel 


yee , wobei n die Zahl der Parallelen und 2’: (J)? das Quadrat der Summe 
der Abweichungen vom Mittelwert bedeuten. Der dreifache Wert des mittleren 
Fehlers wurde als gesichert angesehen. Die Werte fiir Kurven und Tabellen wurden 


auf 100 cm? umgerechnet. 
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Hemmstoffbildung, 


Folgende Pilze wurden getestet: Absidia glauca, A. orchidis, A. spinosa, Cunning. 
hamella elegans, Mucor adventitius aurantiacus, M.hiemalis, M.mucedo, M. racemosus 
M. Ramannianus, Phycomyces Blakesleeanus, Rhizopus nigricans, Sporodinic 
grandis, Zygorrhynchus exponens, Z. Vuillemini. Als Bakterien-Teststamme wurder 
verwendet: Bac. mycoides, Bac. simplex, Bac. subtilis als gram-positive Organismer 
und die gram-negativen: Achromobacter gemium, Bact. coli und Mycobacteriun 
lacticola. 

In der Mehrzahl der Falle, bei denen eine antibiotische Wirkung fest- 
zustellen war, wurden die Pilze von Bakterien — besonders von Bae 
simplex — gehemmt. Im Strichtest wurde Achromobacter gemium von 
Sporodinia grandis 4mm, von Absidia spinosa 2mm gehemmt. Mucor 
racemosus zeigte antibiotische Aktivitaét sowohl gegen dieses Bakterium 
als auch gegen Bac. mycoides (bei beiden eine Hemmung von 3 mm), — 
Loch- und Zylindertest ergaben eine schwache Hemmwirkung der Kul- 
turfiltrate von Mucor racemosus (2 mm), Absidia glauca (—) (3 mm) und 
A. spinosa (4 mm) gegen Bac. mycoides. Bei einer Kulturtemperatur von 
25° © verhielt sich Mucor adventitius aur. inaktiv, jedoch bei 18° © trat 
— allein bei dem (—)-Geschlecht dieses Pilzes — nach der langen Zeit 
von iiber 60 Tagen eine schwache Wirkung auf: Bac. mycoides wurde 
durch das Kulturfiltrat 3mm gehemmt. — Ein Acetonextrakt von 
Absidia spinosa war gering aktiv gegen Mycobacterium lacticola (3 mm), 
mit Aceton und Methanol extrahiertes Mycel von Rhizopus nigricans 
gegen Bac. mycoides (2 mm). 


Versuche, eine Steigerung der Hemmwirkung durch Mangelkultur zu 
erzielen (z. B. Passagen auf Erde mit geringem Glucosezusatz) blieben 
erfolglos. Die Teste waren auch nur zum Teil reproduzierbar, was wohl 
darauf zuriickzufiihren ist, daB bei den hiiufigen Uberimpfungen der 


Kulturstiéimme ein anfangs vorhandener antibiotischer Effekt immer 
mehr zuriicktritt. 


Ks sei noch erwihnt, daB einige Pilze (Mucor Ramannianus, Absidia 
spinosa, Phycomyces Blakesleeanus) sich selbst hemmen, wenn sie 
(gleiches Geschlecht) auf festem Niihrboden (Bierwiirze-Agar) gegen- 
einanderwachsen, indem eine schmale unbewachsene Zone auch bei 


langer Kulturzeit erhalten bleibt. Ahnliches beobachtete Tana (1953) 
bei Fusarium und Alternaria. 


Autolyse. 


Zwischen Wachstum und Autolyse besteht ein dynamisches Gleich- 
gewicht, dessen Schwerpunkt sich auf die Seite des Zerfalls verlagert, 
wenn sich das Wachstum durch innere oder aufere Einfliisse (z. B. Er- 
schopfung der Nahrstoffe, Anhaufung toxischer Ausscheidungsprodukte) 
vermindert. Dieser Zeitpunkt muB als Beginn der eigentlichen Autolyse 
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ngesehen werden. Wahrend dabei gewisse enzymatische Vorginge ge- 
hwacht oder inaktiviert werden, treten andere in den Vordergrund, 
. B. die Proteolyse (PatLapiIn, 1910; HanHn, 1936). Auch die Autolyse 
t py-abhaingig, mit einem Optimum im Neutralbereich. N-freie Stoffe 
erden ebenfalls von der Autolyse erfaBt: z. B. Magnesium (RIPPEL u. 
EHR, 1930), Schwefel (RrpPpEL u. BER, 1936) und Phosphate (Iwa- 
OFF, 1903) in organischer Bindung. 


A. Autolyse-Untersuchungen. 


Zur Untersuchung der Autolyse haben sich zwei Typen von Nahrlésungen (die 
hysiologisch saure, mit NH, als N-Quelle, und die physiologisch alkalische, mit 
O, als N- Quelle, als giinstig erwiesen (Brur, 1930). Fiir Mucor und Aspergillus, 
essen autolytisches Verhalten aus Untersuchungen von Brnr (1930) bekannt ist 

d deshalb als Vergleichsorganismus dienen sollte, wurden folgende Nahrlésungen 
Is geeignet ermittelt — mit einem C:N-Verhaltnis 15:1 und C als wachstums- 
egrenzendem Faktor. Das pa wurde jeweils auf den angegebenen Wert eingestellt. 


Physiologisch alkalisch Physiologisch sauer 
4,0 g KNO, 2,6 g (NH,),.HPO, 
2,0 gKH,PO, 0,5 g KCl 
0,5 g MgSO, 0,5 g MgSO, 

0,01 g FeSO, 0,01 FeSO, 


20,7 g Glucose (Schuch., puriss.) 20,7 g Glucose (Schuch., puriss.) 
Hoacianp-Spurenelementlésung Hoacianp-Spurenelementlésung 

in 1000 cm Aqua dest. in 1000 cm® Leitungswasser 

Pu = 3,28 (in Gottingen stark kalkhaltig), py = 5,60 


See 
+ Aneurin 0,02 y/cm* 


Uber die Aneurinwirkung vgl. spater Seite 275ff. 


Als Beginn der eigentlichen Autolyse wird im folgenden die Zeit nach 
dem Wachstumshéchstwert bezeichnet. 


1. Autolyse bei Mucor adventitius aurantiacus. 


Zur Untersuchung wurden beide Geschlechter von M. adventitius 
herangezogen. Bei physiologisch alkalischer Kultur unterliegt das (—)- 
Geschlecht des Pilzes der Autolyse stiirker als der (+)-Stamm_ hin- 
sichtlich des Mycelgewichts und seines N-Gehalts (Tab. 1). Beide Fak- 
toren verhalten sich aber nicht gleichsinnig: Die Mycelabnahme ist bei 
Mucor (—) etwa dreimal gréfBer (vgl. Tab. 6), die N-Abnahme jedoch 
nur zweimal gréfBer als die entsprechenden Werte der (+)-Form. Als 
Erklarung dafiir mu8B angenommen werden, da der Chitinabbau bzw. 
die Abnahme sonstiger N-haltiger Stoffe nicht in gleicher Weise ver- 
laufen wie der Verlust der Gesamt-Trockensubstanz. Aneurin wirkt 
allein auf das Wachstum des (-+)-Stammes und vergroBert dadurch 
dessen Autolysefahigkeit. 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 22. 18 
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Die autolytisch bedingte Abnahme im Phosphorgehalt des Mycels: 
steht aber im Gegensatz zu der des Mycelgewichtes und seines N-Gehaltes: 
Sie ist bei dem (-++)-Geschlecht, auf das auch Vitamin B, einen bedeuten- 
den EinfluB ausiibt, trotz geringerer Autolyse erheblich hoéher als bei 
dem (—)-Geschlecht. 

Die pu-Werte stehen in direkter Beziehung zu der NH,-Ausscheidung, 
die im Autolysezeitraum zunimmt, wahrend der losliche Stickstoff nur 
geringe Unterschiede erkennen 1aBt. 

Die Autolyse ist aber auf physiologisch saurer Nahrlosung sehr gering. 
Die Abnahme des Mycelgewichtes liegt zum Teil noch innerhalb der 
Fehlergrenze. Hierbei ist keine Anfarbung des Mediums festzustellen, 
wahrend in physiologisch alkalischem Substrat mit der Autolyse eine 
blaBgelbe Farbung geringer Intensitat parallel geht. 


2. Autolyse bei Aspergillus niger und A. niger ,,S*. 


AuBer einem ,,normalen‘‘ wurde ein weiterer A. niger-Stamm unter- 
sucht (im folgenden mit ,,S“ bezeichnet), der bei normalen Kultur- 
bedingungen (einschlieBlich der Temperatur) die Fahigkeit zur Sklero- 
tienbildung besitzt (RrPPEL, 1940). Die Sklerotien dieses Stammes sind 
, taub‘‘, innen hohl; es kommt nicht zu einer Entwicklung von Peri- 
thecien. 

Tab. 2 zeigt, daB sich die beiden auf physiologisch alkalischer Nahr- 
losung kultivierten A. niger-Staémme nur wenig in ihrer Autolysefahig- 
keit unterscheiden. In dem langen Beobachtungszeitraum aber sinkt das 
urspriinglich hohere Mycelgewicht von A. niger ,,S“‘ in starkerem Mabe 
ab und gleicht sich dem Normalstamm an, wahrend die Verminderung 
des N-Gehaltes bei beiden gleich groB ist. Dieser Unterschied liBt sich 
daraus erklaren, daB der prozentuale N-Anteil im Mycel von A. niger 
,S* geringer ist und das héhere Mycelgewicht dieses Stammes hervor- 
gerufen wird durch NichteiweiBsubstanzen oder solchen mit geringem 
N-Gehalt, vermutlich Chitin. — Werden die Sklerotien als Ursache des 
hdheren Erntegewichtes von A. niger ,,S*‘ angesehen, so folgt daraus, 
dafi auch Sklerotien von der Autolyse erfaBt werden. Auch in der Phos- 
phatausscheidung gleichen sich die Stéimme. 

Nur im letzten Beobachtungsabschnitt zwischen 24 und 188 Tagen tritt die 
merkwiirdige Erscheinung auf, daB der P-Gehalt des Mediums geringer wird, was 
einer Aufnahme entsprechen kénnte. Da dies aber in Widerspruch zu einem Auto- 
lysevorgang steht, kann die Ursache nur in einem Fehler der P-Bestimmung ge- 
sucht werden. Dieser entsteht wahrscheinlich infolge starker Verdunstung wiahrend 
der langen Versuchsdauer und damit Konzentrierung der Kulturfliissigkeit, wo- 


durch — im Verein mit der Erniedrigung der Wasserstoff-Ionenkonzentration — 
Phosphate ausgefallt und somit nicht erfaBt werden. 


pu und NH;-Ausscheidung verlaufen bei beiden Stémmen analog. 
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, Alkalische“’ und ,,saure‘‘ Autolyse sind in dem Zeitraum von 12 bis 
42 Tagen gleich. Farbstoffbildung tritt bei beiden nicht auf. Da A. niger 
aber nach den auSeren Autolysemerkmalen, besonders dem Fehlen de 
Farbstoffbildung, unter den vorliegenden Versuchsbedingungen nicht z 
vollen Autolyse kommt, wurde ein ergiinzender Versuch unter optimalen 
Autolysebedingungen angeschlossen. Auf einer Nahrlésung mit 3fach: 
konzentrierter C- und N- Quelle des physiologisch alkalischen Mediums 
werden gelbe bis braune Farbstoffe von Huminvorstufen gebildet. Im) 
folgenden wird diese Form als ,,braune“ Autolyse bezeichnet. Die Inten-- 
sitit der Farbstoffbildung ist dabei unterschiedlich. Es zeigt sich, dab: 
der Substanzverlust im Autolysezeitraum sich bei der ,,braunen‘‘ Autolyse: 
sehr wenig von dem der anderen Medien unterscheidet. Die Dunkel-- 
farbung des Substrates haingt also nicht von der relativen Menge des: 
abgebauten Zellmaterials ab, sondern wahrscheinlicher von den absoluten: 
Mengen, wie Tab. 2 zeigt: Bei der ,,braunen‘‘ Autolyse sind gegeniiber! 
den anderen Medien die erreichten maximalen Erntegewichte durch-. 
schnittlich mehr als doppelt so hoch und der darauf folgende Substanz- | 
verlust tiber dreimal gréBer, relativ allerdings gering (vgl. Tab. 6). 

Eine Beobachtung bei den Aspergillus niger-Staémmen soll noch angefiihrt werden. 
Sofort nach Wachstumsbeginn setzt bei innen die NH,-Ausscheidung ein, wahrend 
diese bei unseren Mucor-Staimmen erst bei der Autolyse beginnt. Diese friihe NH,- 
Abgabe kénnte nach Ripe. u. Bear (1934) so gedeutet werden, daf der hier vor- 
liegende N-Uberschu8 des Mediums bei jungem Mycel schon zu einer Art ,,Alters- 
erscheinung fiihrt. Wahrscheinlicher ist aber ei Zusammenhang mit der Wasser- 
stoffionen-Konzentration. Bei Aspergillus repens wurde gefunden (Fostmr, 1949), 
daB bei px 1,6—2,6 fast der Nitrataufnahme entsprechende Ammoniakmengen ge- 
bildet werden; bei pq 4,4 und héher findet aber keine Anhaufung statt. Uber diesem 


Wert ist namlich Ammoniak nicht dissoziiert und es muB angenommen werden, 
daB es nur in dieser Form in die Zellen diffundiert. 


3. Autolyse bet Absidia glauca (+-) und (—). 


Nur wenige Zygomyceten — hauptsichlich der Gattung Mucor — 
wachsen auf physiologisch saurem und alkalischem Medium, wihrend 


die Mehrzahl, so auch A. glauca, ihren N-Bedarf nur aus NH,-Salzen 
decken kann}. 


Die Nahrlésung fiir Absidia glauca hat folgende Zusammensetzung: 
0,65 g (NH,), HPO, 0,33 g KH,PO, 
0,5 g MgSO, 0,01 g FeSO, 
20,7 g Glucose (Schuch., puriss.) 
Pu 6,25 -++ Aneurin in 1000 em Aqua dest. 


Bei dieser Nahrlésung stellt N den wachstumsbegrenzenden Faktor dar. Uber 
die Aneurinwirkung vgl. spiter S. 275ff. 


1 Ks sei dahingestellt, ob nicht durch Zusatz gewisser Stoffe dennoch eine Ver- 
arbeitung von Nitrat erméglicht werden kénnte. 
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In einer langen Beobachtungsdauer von 3 Monaten zeigt sich das 
erkwirdige Verhalten, daB das Wachstum 2 Gipfelpunkte aufzuweisen 
at, wie aus Abb. 1 und Tab. 3 hervorgeht. Unter anderen physiologi- 
chen Voraussetzungen wurde diese Erscheinung von DrerzeEt u. a. (1950) 


[mg/z0] 


70 


== ——, 


— 


Léslicher N [mg]—4——_____» 


0 20 40 60 60 Tage 100 
Abb. 1. Absidia glauca mit 0 und 0,02 Aneurin/cm’. Physiologisch saures Medium. Werte in mg. 
Zeichenerklarung: (-+)-Stamm A—A 0 y; 0—:—° 0,02 y Aneurin/em*; (—)-Stamm A——AOY; 


xX. 


e---0 0,02 » Aneurin/cm®. Mittelwerte geringer Differenzen: x 


auch bei Actinomyceten festgestellt, konnte aber nicht geklirt werden. 
Moglicherweise ist eine erneute Keimung dafiir verantwortlich zu machen. 
Der erste Wachstumhéchstwert, der durch den Verbrauch der N- Quelle 
begrenzt wird, tritt schon nach etwa 10 Tagen auf — der zweite erst 
nach 60 Tagen. An beide Gipfelpunkte schlieBt sich eine Periode des 
Mycelschwundes an, wovon die erste deutlich ausgepragt ist. Man mul 
also eine zweifache Autolyse annehmen. Beide Wachstumsminima stehen 
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2 5 = % negate std . im Zusammenhang mit dem aus- 
art geschiedenen léslichen Stickstoff, 
S im = am der an diesen Punkten eine ge- 
g cat Botox  ringe Zunahme aufweist, wihrend 
be oa die VeriinderungendesN-Gehaltes 
Bo arm o% fast unmerklich sind (vgl. Tab. 3). 
a| af oeatat oh ieets Nur in der P-Abgabe sind — 
g = = “____ besonders in der zweiten Phase -— 
my mm SL, 84 ~~ starkere autolytische Einfliisse 
Bes Sa bemerkbar, die bei A. glauca (++) 
= a - ebenfalls mit Aneurin in Zusam- 
Soe 2esa SS  menhang stehen, indem durch 
ty °° den Wirkstoff eine verstarkte 
% —. me x Ausscheidung gegeniiber der Kon- 
Re ae ts, Se eee rene CEOS Ortole ts 
v g latina Weick rae Die im gesamten Kulturverlauf 
5 ee = Semana yea auftretenden Unterschiede im 
> al XN ee SBS oaes Mycelgewicht sind starker aus- 
i o 3 | = . gepragt als die entsprechenden 
s ee Se et ea oe Werte des N-Gehaltes. Es mu 
3 S SeP eho B mee daher ein grdBerer Anteil von 
i a = NichteiweiBsubstanzen angenom- 
oS ae =a %an 8 men werden (z. B. Chitin), von 
we] 2|* Safiat, Mr Enis ¥ & denen aus Untersuchungen von 
aE Asoalwil < Bune (1930) und Scumrpr (1936) 
| 4 St BAS _.Se  bekannt ist, daB ihre Menge bei 
ne + % saurer Autolyse zunimmt. 
ee Re & a ae 
& SR ha Sa S aS B. Papierchromatographische 
=e Untersuchungen 
pe Bo SRA Oe der Aminoséuren. 
~ bine iea aah A B® Um die Autolyse noch deut- 
ik licher zu charakterisieren, wurden 
= ; auf papierchromatographischem 
e sail senate ela £ __Wege sowohl die Mycelbausteine 
A S ae ia S a 2 aA nachsaurer Hydrolyse, als auch 
= oe wae “Ata o. e ; die mit Alkohol extrahierbaren 
a. E Ee z E iq g Hanes SF atesinasle des Mycels 
oa "eq 8S 8 SE untersucht. 
o = 8 “a A 4 3 2 Aus Untersuchungen an Bakterien 
aE eae ee Z ist bekannt (Glare, 1953), daB das Vor- 
2 = Sun z= = =| g a kommen Freier Aminosauren ein ge- 
a oe er g 305 £  wisses Unterscheidungsmerkmal dar- 
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stellt: Gram-positive Organismen enthalten u. a. Glutaminsaure in freier Form,| 
wahrend gram-negative diese Saure nicht aufweisen. — Auch bei Pilzen wurden Freiee 
Aminosiuren festgestellt, die nach Narastmua Rao u. VENKATARAMAN (1952) mit, 
dem Stoffwechsel eng verkniipft sind. Nach diesen Autoren ist die Penicillinproduktionr 
von Penicillium chrysogenum Q-176 mit dem N-Stoffwechsel eng gekoppelt, indemi 
mit der Penicillinbildung ein Verbrauch von Freien Aminosauren des Mycels und: 
der in der Nahrlésung ausgeschiedenen parallel verlauft. In friihen Stadien wurdent 
diese Sauren angehauft. MackEnzig u. Cook (1952) untersuchten P. notatum nach! 
ahnlichen Gesichtspunkten. Daraus ergibt sich, daB bei gewissen Antibiotica-. 
bildnern auch ein Zusammenhang bestehen kann zwischen Freien Aminosauren und: 
der Autolyse, denn Hemmstoffproduktion und autolytische Vorgange sind oft’ 
gekoppelt. 

Allgemein ist zu der papierchromatographischen Analyse noch die Einschrankung; 
zu machen, daB ein Nichtauffinden einer Aminosdéure auf dem Chromatogramm: 
deren Anwesenheit nicht véllig ausschlieBt, sondern gegebenenfalls nur die Grenze! 
der Nachweisbarkeit nicht erreicht wird. Eine Erhéhung der Gesamtkonzentration:‘ 
der Untersuchungssubstanz 14Bt sich aus technischen Griinden jedoch nicht durch-. 
fiihren. Die Methode erlaubt aber jedenfalls halbquantitative Angaben. 


1. Mucor adventitius aurantiacus. 


Abb. 2 zeigt die nach der Hydrolyse des Mycels — kultiviert auf phy- 
siologisch alkalischem Medium — aufgefundenen Aminosauren, deren 
Anzahl mit Ausnahme von Dioxyphenylalanin bei (+-)- und (—)-Stam- 
men gleich ist. Im Zusammenhang mit der Autolyse — also in der 
Kulturzeit von 14—43 Tagen — andert sich aber die Konzentration 
einiger Aminoséiuren: Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin, also die 
cyclischen Aminoséuren, nehmen mengenmabig ab, teilweise derart, daB 
ihre Nachweisgrenze unterschritten wird. Eine deutliche Abnahme ist auch 
bei Glucosamin festzustellen. Die schon vor dem Einsetzen der eigentlichen 
Autolyse zu beobachtende Abnahme von «-Alanin, Dioxyphenylalanin 
und Cystin steht wohl nicht direkt mit diesem Vorgang in Verbindung, 
sondern deutet vielmehr auf eine Verminderung ihrer Synthese hin. Die 
Mehrzahl der Aminosauren bleibt aber in ihrer Konzentration unveriindert. 


Auf saurer Nahrlésung kultiviertes Mycel zeigt aber eine andere Ab- 
hingigkeit der cyclischen Aminosiuren (Abb. 3): Mit Ausnahme von 
Dioxyphenylalanin tritt im Autolysezeitraum keine Konzentrations- 
verminderung ein. Fiir Glucosamin ist hier — im Gegensatz zu der 
,alkalischen‘* Autolyse — ein Konzentrationsanstieg zu beobachten. 
Als Muttersubstanz des Glucosamins mu wohl Chitin angenommen 
werden (vgl. oben S. 259). Allgemein ist die durchschnittliche Amino- 
siiurenkonzentration der physiologisch sauer kultivierten Stamme hoher. 
Die oft erreichte Stufe I fehlt bei der ,,alkalischen‘‘ Autolyse. 

Das Verhalten der Freien Aminosdiuren geht aus Abb. 4 hervor. Bei 
, alkalischer‘* Autolyse verhalten sie sich mit Ausnahme von Asparagin- 
und Glutaminsaure, die eigenartigerweise bei 14 Tagen vollig fehlen, 
jedoch nur ohne Aneurinzusatz in ihrer Konzentrationsiinderung gleich. 
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ie nehmen teilweise bis unter die nachweisbaren Mengen ab. Asparagin, 
hreonin und Valin erscheinen erst nach langerer Kulturdauer, wihrend 
ystein-Cystin am Anfang auftritt und dann wieder verschwindet. Be- 
nders bemerkenswert ist die Konzentrationsabnahme von Phenyl- 
lanin, der allein vorkommenden cyclischen Aminosaure. Hinsichtlich 
er Freien Aminosauren verhalt sich unsere Mucor-Art also wie die 
emmstoffbildenden Pilze: bei beiden in der Autolyse Verminderung der 
reien Aminoséuren. 


2. Aspergillus niger und A. niger ,,S“‘. 

Die aus Mycelhydrolysaten bei ,,alkalischer“‘ Autolyse aufgefundenen 
inosduren zeigen mit Ausnahme des Taurins, das nur bei dem Normal- 
tamm auftritt, keine Unterschiede in ihrer Anzahl, wohl aber in ihren 
onzentrationsinderungen (Abb. 5). — Im Vergleich zu Mucor ist 
ei A. niger die mit der Autolyse in Verbindung stehende Mengenab- 
ahme der cyclischen Aminosduren relativ gering und beschrankt sich 
uf Phenylalanin und Tyrosin, wahrend Tryptophan, Cystin und bei 
em Normalstamm y-Aminobuttersiure schon vor der eigentlichen Auto- 
yse sich vermindern, was auf einen Riickgang der Synthese hinweist. 
lucosamin nimmt ab und zeigt damit den Chitinabbau bei ,,alkalischer** 
utolyse. 

Unterschiede in den Mengenverhaltnissen der Aminosiuren treten auf, 
enn A. niger der ,,sauren“ Autolyse unterworfen wird. Phenylalanin 
ehalt dabei seine Konzentration unverandert bei, wie aus Abb. 6 deut- 
lich wird, wahrend Tryptophan und Tyrosin merklich abnehmen. AuBer- 
dem unterscheidet sich diese Form der Autolyse von der ,,alkalischen“ 
dadurch, da8 y-Aminobuttersaéure, Taurin und Dioxyphenylalanin nicht 
aufzufinden sind. Glucosamin 148t auch hier wieder den Chitinzuwachs 
der ,,sauren‘‘ Autolyse erkennen. Die anderen Aminosiuren zeigen analoge 
Verhaltnisse zu den physiologisch alkalisch kultivierten A. niger- Stémmen. 

Die aufgefundenen Freien Aminoséuren sind in Abb. 7 fiir die ,,alkali- 
sche Autolyse dargestellt. Daraus ergibt sich, dai die Stémme sich im 
zeitlichen Auftreten und Verschwinden sowie in Konzentrationsinde- 
rungen unterscheiden. Im Autolysezeitraum von 12—42 Tagen nehmen 
viele der Freien Aminosauren in ihrer Menge zu; y-Aminobuttersaure 
bleibt unbeeinfluBt. Bemerkenswert ist dabei, daB cyclische Amino- 
siuren nicht aufzufinden sind. 

Die Freien Aminosauren der ,,braunen“ Autolyse unterscheiden sich 
aber davon sowohl durch ihr verschiedenes zeitliches Auftreten und 
Verschwinden, als auch durch das Fehlen von Asparagin, Arginin und 
Threonin beim Normalstamm, wahrend Lysin bei A. niger ,,S‘‘ abwesend 
ist. Cystein-Cystin tritt nur bei den Freien Aminosduren der ,, braunen“ 
Autolyse und nur bei dem Sklerotienstamm auf (Abb. 8). 


R. Rirrer 


262 


ubydojdks 


Ulu DjAuayy 


uIaNajOS] 
= D4 LJ 


uUolyfapy 


dete) 


NER Bee Se a RE ee oe ce 


“S § RAs 


-urmeyg- (— juemes 8. 


Eh Ae 2 I i 2 a I 8 eR SY SS AI RY SN SB 


199] “UIUIe}g-( +) us[Neg oJJoIyyUuNg “WUIMNIpsyp *[ey[e YOSTSoposAY 


“VeSA[OIPAYOOAT SMV UOINESOUIULY “snamiyuniny sninjguaeapy Loony *Z°q4¥ 


[oyo4A9 


em ee 


SS R RAS Sy § RAB Ny § RAS NW BAY A S RAS 


anaes wiusbiy LILID/p-20 


Physiologische Untersuchungen an Zygomyceten. 263 


Kine orientierende Untersuchung zur Klarung der Frage, ob Unter- 
hiede im Aminosiéurengehalt zwischen Sporen und Sklerotien bestehen, 
i hier eingefiigt. Sie ergab, daB die Anzahl der Aminosauren bei beiden 
eich groB ist, wenn man von Dioxy-phenylalanin absieht, das in geringer 


a-Alanin yp Aminobutersaure 


Asparaginsaure 
(Aneurinzusatz) 


Asparagin 
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Abb. 4: Mucor adventitius auwrantiacus. Freie Aminosiuren im Mycel. Physiologisch alkalisches 
Medium. Zeichenerklirung wie in Abb. 2. Dioxy-phenylalanin, Glucosamin, Methionin, Taurin, 
Tryptophan, Tyrosin waren nicht nachweisbar. Leucin und Isoleucin sind vereinigt. 


Menge nur bei Sklerotien zu finden ist. Allgemein ist die Aminosaéuren- 
konzentration in Sporen gréBer und nur die cyclischen Aminosauren und 
Methionin treten in gleicher Menge auf. Glucosamin ist in Sklerotien in 
starkerem MaBe vertreten, was auf ihren hoheren Chitingehalt hindeutet. 
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Eine weitere Analyse nach langerer Wachstumszeit zeigte, daB zwischer 
Sklerotien und Mycelien in den durch Autolyse hervorgerufenen Ko: 
zentrationsverinderungen der Aminoséuren — besonders der cyclischer 
— keine Unterschiede bestehen. 
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Abb. 5. Aspergillus niger. Aminosiiuren aus Mycelhydrolysaten. Physiologisch alkalisches Medium 

Zeichenerklirung: schraffierte Siulen Normalstamm; leere Siulen Sklerotienstamm. Sonst wie i1 

Abb, 2. Dioxy-phenylalanin war nicht nachweisbar. Taurin ist nicht aufgenommen (nur mit VI be 
Tag 2, Normalstamm vorhanden), Leucin und Isoleucin sind vereinigt. 
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Auf den Chromatogrammen der Freien Aminosiuren beider A. niger-Stamme 
treten blaBgelbe Farbstreifen auf, die im UV-Licht griinlich fluorescierten. Wahr- 
scheinlich handelt es sich dabei um ein Umwandlungsprodukt von Lactoflavin, 
dessen Entstehung bei A. niger schon seit langerer Zeit bekannt ist. 
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Abb. 8. Aspergillus niger. Freie Aminosiiuren des Mycels. Physiologisch alkalisches Medium mit 
3fach konz. C- und N- Quelle (,,braune Autolyse“). Zeichenerklirung wie in Abb. 5. Dioxy-phenylalanin, 
Glucosamin, Leucin, Methionin, Phenylalanin, Taurin, Tryptophan, Tyrosin waren nicht nachweisbar. 


3. Absidia glauca. 


Abb. 9 zeigt die nach der Hydrolyse des Mycels aufgefundenen Amino- 
siuren. Als wichtigstes Ergebnis geht daraus hervor, daB auch bei der 
hier vorliegenden ,,sauren“ Autolyse, trotz der geringen Mycelgewichts- 
abnahme, ein Abbau der Aminosiiuren — vor allem der cyclischen — 
erfolgt, der besonders ohne Aneurin in Erscheinung tritt. Mit Wirkstoff- 
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usatz bleibt Dioxyphenylalanin unbeeinfluBt und Tyrosin unterliegt 
ur einer schwacheren Konzentrationsabnahme. Kine Vermehrung des 
hitingehaltes ergibt sich aus der ansteigenden Konzentration von Glu- 
osamin. Taurin und Methionin (dieses jedoch nur bei Aneurinzusatz) 
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Abb. 9. Absidia glauca. Aminosiuren aus Mycelhydrolysat. Physiologisch saures Medium. Zeichen- 
erklarung wie in Abb. 2. y-Aminobuttersiure, Methionin waren nicht nachzuweisen. Leucin und 
Isoleucin sind vereinigt. 


sind nur bei A. glauca (+) aufzufinden. Diese Beobachtungen zeigen, 
daB sich bei A. glauca die Konzentrationsveraénderungen der Amino- 
siuren von der ,,sauren’ Autolyse sowohl bei Aspergillus als auch bei 
Mucor unterscheiden: Unsere Absidia-Art zeigt einen Abbau aller vor- 
kommenden Aminosiuren, wihrend bei den anderen Organismengruppen 


nur teilweise eine Abnahme nachzuweisen ist. Das deutet darauf hin, 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 22. 19 
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da8 Absidia einen etwas anders gearteten Stoffwechsel besitzen muf! 
wahrend Mucor und Aspergillus einige gemeinsame Berithrungspunkte 
aufweisen. Méglicherweise bestehen Zusammenhange mit der Ernéhrungs: 
physiologie insofern, als Absidia nur auf Medien mit NH, als N- Quelld 
wiichst, wihrend Mucor und Aspergillus auf NO;- und NH,-Substraten 
kultivierbar sind. 


Stickstoffbilanz der untersuchten Pilze. 
Die Werte des aufgenommenen und im Stoffwechsel verarbeiteten 
Stickstoffs zeigen, daB bei Kultur in physiologisch alkalischer Nahr- 
lésung Verluste eintreten. Es wurde daher versucht, diese zu erklaren. 


Tabelle 4. Stickstoff-Bilanz von Mucor adventitius aur. (ohne Aneurin). 


(+)-Stamm (—)-Stamm 
Alter (Tage): 4 7 14 43 4 7 14 43 
Mycel-N (mg)... .| 5,5 | 13,7 | 20,9 | 14,3] 7,5 | 18,3 | 26,1 9,3 
NH,-N-Ausschdg.(mg)| 0 0 0 12,2 0 0 0 6,8 
Léslicher N (mg). . . 7,0 5,0 0 1,5 4,1 4,4 0 1,2 
Somme. iG am : 12,5 | 18,7 | 20,9 | 28,0] 11,6] 22,7] 261] 178 
NO,-N-Aufnahme(mg) | 12,1 | 19,1 | 22,2 | 31,7 | 11,8 |) 22:69 275 29,1 
Differenz. .... . + 0,4 |—o4 —1,3 |—3,7 0,2 |+-0,1 |1,4 |- 118 


Tabelle 5. Stickstoff-Bilanz von Aspergillus niger ,,S‘‘. 


Alter (Tage): 2 3 12 42 188 
Mycel-N(mg) ..... | 0,8 3,8 19,0 16,9 12,1 
NH,-N-Auscheidg. (mg) . 2,0 5,2 6,3 5,4 10,6 
Léslicher INA) 9) otertce 0 0 0 1,3 0 
Se Je 2,8 91 | 25,3 | 236 | 23,7 
NO. :N-Aiaahmis (mg). . 2,9 11,5 25,4 28,2 31,2 
Differenz.... 2... bid ed Sol cee oe 


Tab. 4 zeigt fir M. adventitius, da die N-Bilanz nur im Autolysezeit- 
raum ein Defizit aufweist. Die Méglichkeit von Analysenfehlern scheidet 
dadurch wohl aus, da die N-Verluste nur in einer Wachstumsperiode 
auftreten. Da die pq-Werte zwischen 14 und 43 Tagen durchschnittlich 
von 7,7 auf 8,7 ansteigen, muB Ammoniak in wechselnden Mengen ent- 
weichen. Aneurin ist dabei ohne Bedeutung (vgl. Tab. 1). 

Auch bei A. niger zeigt die N-Bilanz nach Tab. 5 ein Defizit, das schon 
in einem friheren Wachstumsstadium auftritt, obwohl die Aciditiat des 
Mediums relativ hoch ist (pp 4,22 bei 42 Tagen). Schon ScHLoEsrNe u. 
Muntz (1878) stellten bei A. niger auf nitrathaltiger Nahrlésung einen 
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-Verlust fest und BRENNER (1914) gab dafiir die Erklarung, daB vor- 
andene Oxalsiure, die bekanntlich einen betrachtlichen Teil der Saiuren- 
sscheidung ausmacht, die leichter fliichtige HNO, ausgetrieben hat — 
ielleicht nach teilweiser Reduktion zu HNO,. Morues (1938) erblickt 
en Stickstoffverlust in der Reaktion R - NH, + HNO, = N, + R: OH 
+ H,O (indirekte Denitrifikation). Unter der Voraussetzung des Vor- 
andenseins von Nitrit und Aminosduren in saurem Medium wird also 
olekularer Stickstoff in Freiheit gesetzt. Eine weitere Reaktions- 
oglichkeit ist die Nitratreduktion bei gleichzeitiger Oxydation von SH- 
u SS- oder SO,-Gruppen. Morues fand bei Hefe in Gegenwart von 
ulfhydrilgruppen einen N-Verlust aus Nitrat. Unter den vorliegenden 
ersuchsbedingungen unterscheiden sich also M. adventitius und A. niger 
dem Reaktionsweg ihres auftretenden N-Verlustes grundsatzlich. — 
ei Kulturen mit NH,-Salzen als N-Quelle (Absidia glauca) ist, wie 
igene Versuche zeigten, die Stickstoffbilanz ausgeglichen; hier fehlt 
ben das Nitrit, und die Reaktion bleibt sauer. 


Besprechung der Ergebnisse der Autolyse-Versuche. 
Wird Mucor adventitius aurantiacus physiologisch alkalisch kultiviert, 
o unterliegt das (—)-Geschlecht des Pilzes starker der Autolyse bei 
ezug auf Substanz- und Stickstoffverlust des Mycels (s. Tab. 6). 
Aneurin wirkt autolyseférdernd nur auf den (-+-)-Stamm. Der Phosphor- 
gehalt des autolysierenden Mycels verhalt sich umgekehrt: MW. adven- 
fitius (++) scheidet davon mehr aus. Die P-Abgabe kann durch Vitamin B, 
gesteigert werden. Nur die ,,alkalische** Autolyse fithrt zu einer schwachen 
Gelbfarbung des Mediums, wahrend dies bei der sehr schwach ausgeprag- 
ten Autolyse unter physiologisch sauren Bedingungen nicht der Fall ist. 
Bei den Aspergillus niger-Stimmen verliuft die Autolyse in gleicher 
Weise, ist jedoch unter den vorliegenden Kulturbedingungen und bei 
den verwendeten Stammen! schwacher ausgebildet. Auch Sklerotien 
werden von der Autolyse erfaBt. Im Gegensatz zu Mucor ist der Sub- 
stanzverlust bei ,,alkalischer‘‘ und ,,saurer“‘ Autolyse relativ gering und 
ohne deutlichen Unterschied; erst nach langer Kulturdauer (188 Tage) 
tritt der Abbauvorgang stirker hervor. Dieser Befund und der Mangel 
an Farbstoffbildung deuten auf nur eine geringe Autolyse der unter- 
suchten Aspergillus-Stamme. Es geht aus Tab. 6 auch hervor, daB bei 
Mucor ein fast gleichbleibendes Verhiltnis zwischen Trockengewichts- 
verminderung und Stickstoffaufnahme besteht, wobei der N-Verlust 
iiberwiegt, wahrend sich bei Aspergillus beide Faktoren nur gering unter- 
scheiden. Keine Beziehung besteht aber zwischen P- und N-Abnahme, 
worauf schon ScHNUCKE (1924) hinweist. 
1 Die von Buur untersuchten Stamme zeigten eine fast doppelt so groBe alka- 


lische Autolyse im Vergleich zu den vorliegenden Versuchen. 
Lom 
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Die Ursache, daB& Aspergillus (d. h. die verwendeten Stémme) unter 
diesen Versuchsbedingungen nicht den in der Literatur beschriebenem 
autolysefordernden neutralen pg-Bereich erreicht, ist direkt auf di¢ 
Saurebildung und indirekt auf die Glucosekonzentration zuriickzufihren, 
Eine Erhéhung der C-Konzentration hat eine héhere Wachstumsinten4 
sitat zur Folge, so daf% der damit in Zusammenhang stehende py-Anstieg 


Tabelle 6. Awtolytische Verminderung in Prozent'. 


/ Mycel Stickstoff Phosphor 


Mucor adventitius aurantiacus / 

(+) phys. alkal. 14/43 ohne Aneurin 18,0 | 31,6 49,5 

(—) 5 e443 Se ‘5 50,2 64,4 38,2 

(+). 5 » 14/43 mit 39,0 50,0 48,5 

(—) ” ” 14/43 ” ” 47,5 63,2 24,9 

Aspergillus niger 

Physiologisch alkalisch 12/42 15,7 12,1 24,8 
. is 42/188 | 30,2 32,8 (21,7) 
. sauer 12/42 | 17,6 — — 
»  alkal. ,,braune Autol.‘ 12/42 | 16,7 | = — 

Aspergillus niger ,,S‘‘ 

Physiologisch alkalisch 12/42 9,0 / 10,8 24,0 
a * 42/188 36,5 36,4 (2) 
Be sauer 12/42 | 14,4 - we 
» alkal.,,braune Autol. 12/42 | 21,2 | = —% 

Absidia glauca | | 

(+) phys. sauer 12/33 ohne Aneurin 7,6 2,0 | 6,6 

(+) ” ” 33/59 ” ” Zunahme 

(+) 9 fe PAs +i / 0 / 3,7 | 0 

(—) 5, IRIE ae KR 4,6 | 6,8 6,5 

(—) 5 », 33/59 ,, x | ~ Zunahme 

(—) » » 59/92 ,, + | 0 | 8,5 / 8,4 

(etah oegyet a 002/330 mibel oy, 10,5' oval 255, gen) all aove agi 

(+) 5, » 33/59 ,, 5 Zunahme 

(Grey SOO zis s 6,8 1,4 | Lez 

ae be . | 6,7 6,6 a 

(=) > 3 BOlOO ass rf | Zunahme 

(ah ” ” 59/92 ” ” | 3,1 5,7 | 10,3 


= 


Die Zahlen 14/43 usw. bedeuten die Tage der aufeinanderfolgenden Ernte. 


nicht mehr durch Saurebildung kompensiert werden kann. Wird Asper- 
gillus auf einer physiologisch alkalischen Nahrlésung mit dreifach kon- 
zentrierter C- und N- Quelle kultiviert (als ,,braune‘‘ Autolyse bezeichnet), 
so tritt Bildung von dunkelbraunen Farbstoffen auf, indessen bleibt die 
autolytisch bedingte Abnahme des Mycelgewichtes im Vergleich zu den 
anderen Substraten gering. Es war jedoch nicht méglich, diese fiir A sper- 
gillus optimalen Autolysebedingungen auch bei Mucor anzuwenden, weil 
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ieser Pilz bei héherer Glucosekonzentration die C-Quelle nicht voll- 
tiindig verbraucht, wodurch die Voraussetzung, Kohlenstoff als wachs- 
umsbegrenzender Faktor, nicht erfiillt worden ware. 


Absidia glauca, kultivierbar nur in physiologisch saurer Nahrlésung, 
eigt die geringste Autolyse der untersuchten Organismen — auch bei 
inem Vergleich der auf physiologisch saurem Medium erhaltenen Er- 
ebnisse. Die Wachstumskurve (vgl. Abb. 1) weist zwei Gipfelpunkte auf 
it jeweils anschlieBender Substanzverminderung, wobei die zu spaterem 
eitpunkt auftretende zweite Abnahme des Trockengewichtes — in Ver- 
indung mit der P-Ausscheidung — als eigentliche Autolyse anzu- 
prechen ist. Die Wachstumskurven und der Kurvenverlauf des léslichen 
tickstoffs zeigen eine umgekehrte Abhangigkeit. Wie bei Mucor wirkt 
eurin auch hier nur bei dem (-+)-Geschlecht steigernd in der autoly- 
isch bedingten Phosphorausscheidung. Farbstoffbildung im Kultur- 
edium ist nicht zu beobachten. 


Von diesen AuSerlich in Erscheinung tretenden Autolysemerkmalen 
sind die im Innern ablaufenden Vorgange aber teilweise verschieden: 
ei Mucor ist mit der Autolyse unter physiologisch alkalischen Be- 
ingungen eine Konzentrationsabnahme der cyclischen Aminosauren der 
ycelbausteine verknipft. 


BorvEts (1927) und Beur (1930) auBerten nach Untersuchungen bei Aspergillus 
iger die Ansicht, daB bei der Autolyse eine Ausscheidung cyclischer Aminosauren 
erfolgt, deren Kondensation zu gelb- bis braungefarbten Vorstufen von Huminen 
fiihren soll, wobei die Farbintensitat proportional zur Starke der Autolyse ist. 
Nach Durron u. Epwarps (1946) sind diese Farbstoffe auf die Bildung von 
braunen Aminoaldehyden zuriickzufiihren unter Beteiligung von Tryptophan 
(GortTNER, 1924). 


Es wire nun zu erwarten, daB bei der ,,braunen‘‘ Autolyse, die auBer- 
lich durch ihre Farbstoffbildung stirker in Erscheinung tritt, eine ver- 
starkte Konzentrationsverminderung der cyclischen Aminosaéuren er- 
folgen wiirde. Dies ist jedoch nicht zu beobachten!. Mit Ausnahme von 
Tryptophan, das auch hier im Autolysezeitraum abnimmt, verlauft der 
Konzentrationsriickgang bei beiden Stiimmen in gleicher Weise wie nach 
Abb. 5. Diese Beobachtung la8t erkennen, daB kein direkter Zusammen- 
hang besteht zwischen Abnahme der cyclischen Aminosiuren in der 
alten Zelle und der Farbstoffbildung im Medium, wie er von BorTELs 
und Beur vermutet worden war. Der Vorgang la8t nur die Deutung einer 
sekundaren Veranderung zu, worauf auch die bei Mucor gemachte 
Feststellung hinweist, daB trotz geringer, schwach gelber Farbstoff- 
bildung eine relativ starke Konzentrationsabnahme der cyclischen 


Aminosauren zu finden ist. 


1 Die Werte sind hier nicht besonders mitgeteilt. 
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Besonders wichtig erscheinen die Verainderungen der Aminosaurer 
aus Mycelhydrolysaten von Absidia glauca: Trotz dem sauren Medium: 
welches nur geringe auBere Autolysemerkmale (wie Substanzverminde: 
rung usw.) entstehen 1iBt, verringert sich die Konzentration der cye: 
lischen Aminoséuren mit der gleichen Intensitaét und Geschwindigkeit 
wie bei der ,,alkalischen‘‘ Autolyse von Mucor, die auBerlich so stark in 
Erscheinung tritt. Diese Beobachtung wird noch hervorgehoben durek 
einen Vergleich mit den Ergebnissen, die von den anderen untersuchter 
Organismengruppen unter den gleichen Kulturbedingungen — also phy- 
siologisch saurer Nahrldsung — erhalten wurden: Bei Absidia werder 
alle vorkommenden cyclischen Aminosiuren abgebaut, bei Mucor nun 
Dioxy-phenylalanin, wahrend bei Aspergillus allein Tyrosin seine Kon 
zentration im Autolysezeitraum verringert und Tryptophan schon vor 
der eigentlichen Autolyse (im Wachstumsmaximum) eine Konzentra- 
tionsverminderung aufzuweisen hat. — Auch bei Hefen wurde eine Ver- 
anderung der cyclischen Aminosiiuren gefunden. Nach HAanHn (1952) 
bilden garende Hefen in synthetischer, zuckerhaltiger Nahrlésung Tyrosol 
und Tryptophol aus Tyrosin und Tryptophan, die durch Autolyse ent- 
stehen. — In umgekehrtem Sinne miiBte fiir jugendliche Zellen ein 
hoherer Gehalt an cyclischen Aminoséuren charakteristisch sein. Fix 
diese Annahme spricht eine Untersuchung von Ripret u. Buson (1954), 
in der festgestellt wurde, daB Involutionsformen von A. niger und ge- 
wissen Bakterien einen héheren Gehalt dieser Aminosiiuren gegeniiber 
Normalformen aufweisen. Die Autoren leiteten daraus die Annahme ab, 
da8 Involutionsformen Jugendstadien darstellen. 

Aus den Untersuchungen ergibt sich weiter, da die Aminosiuren- 
zusammensetzung der Mycelien kleinere Unterschiede erkennen laBt: 
Dioxy-phenylalanin findet sich nicht bei Aspergillus, wohl aber bei Ab- 
sidia und Mucor, woraus sich wegen der kleinen Anzahl der untersuchten 
Objekte noch nicht ableiten liBt, ob Dioxyphenylalanin ein spezifische: 
Merkmal der Zygomyceten darstellen kénnte. Taurin jedoch ist bei Asper- 
gillus und Absidia nachzuweisen, fehlt aber bei Mucor. : 

Allen untersuchten Organismen gemeinsam ist das Konzentrations. 
verhalten von Glutaminsiiure, Asparaginsiure (bei diesen beiden vor 
der 8, 260 erwihnten merkwiirdigen Ausnahme abgesehen), Glykokol 
und Serin. Diese Aminosiiuren kommen in relativ groBer Menge vol 
und verindern in der gesamten Wachstumsperiode kaum ihre Kon. 
zentrationen. Sie weisen auf eine besonders wichtige Stellung im Stoff 
wechsel hin; z. B. nimmt man Asparaginsiiure und Glutaminsaure 
als erste Assimilationsprodukte der EiweiSsynthese an (ABRAMS u. a. 
1949). Glucosamin, von dem angenommen werden muk, daB es be 
der Aufarbeitung des Mycels durch Hydrolyse aus Chitin freigeleg 
wird, zeigt allgemein bei ,,alkalischer‘‘ Autolyse eine Abnahme, be 
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hysiologisch sauer kultiviertem Mycel eine Konzentrationszunahme 
vgl. oben S. 260). 
In den Freien Aminosiuren des Mycels besteht aber bei Mucor ein 
esentlicher Zusammenhang mit den Aminosiuren der Mycelbausteine, 
dem die Konzentration von Phenylalanin, als einzig vorkommender 
yclischer Aminosaure, ebenfalls geringer wird. In gleicher Weise ver- 
alten sich «-Alanin und Cystein-Cystin. Zusiitzlich gegentiber dem 
ycelhydrolysat sind y-Aminobuttersdure und Asparagin aufzufinden, 
ie ebenfalls in ihrer Menge bei der Autolyse abnehmen. Die Freien 
inosduren zeigen damit ein analoges Verhalten zu gewissen hemm- 
toffbildenden Pilzen. 
Mucor und Aspergillus unterscheiden sich hinsichtlich der Freien 
inosaiuren. Bei Aspergillus fehlen auBer den cyclischen Aminosauren 
hreonin, Leucin und Cystein-Cystin. Charakteristisch ist ferner, daB 
ihre Konzentration bei Aspergillus mit fortschreitendem Wachstum 
durchschnittlich zunimmt, bei Mucor aber eine Abnahme der Freien 
Aminosauren festzustellen ist. Nur die Konzentrationsveriinderungen bei 
der ,,braunen“ Autolyse von Aspergillus zeigen eine Annaherung an das 
Verhalten von Mucor. Glutaminsiure, Asparaginsiure, Glykokoll und 
Serin bei den Freien Aminosiuren sind bei beiden Organismen wechseln- 
den Veriinderungen — teils Zunahme, teils Abnahme — unterworfen 
und stellen sich damit in Gegensatz zu ihrem Vorkommen in Mycel- 
hydrolysaten. Allgemein ist die Zahl der Freien Aminosauren geringer 
als die der Mycelbausteine. — Bei Absidia glauca wurden die Freien 
Aminosauren nicht untersucht. 

Es ergibt sich also daraus, daB auch bei Mucorineen die Autolyse vor- 
handen ist, wie Mycelabnahme, NH,-Bildung, Verschwinden der cyc- 
lischen Aminosiuren usw. beweisen; sie ist aber offenbar ganz anders 
ausgerichtet, da keine huminartigen Stoffe in nennenswerter Menge auf- 
treten, ebensowenig wie Farbstoffe und Antibiotica. Weiterhin ist der 
Unterschied zwischen ,,saurer“ und ,,alkalischer* Autolyse nicht so groB 
in seinem inneren Ablauf, wie es nach den auBeren Merkmalen, worunter 
Substanzverminderung usw. zu verstehen ist, den Anschein hat. Die mit 
zunehmendem Alter parallel verlaufende Konzentrationsverminderung 
gewisser Aminosduren, besonders der cyclischen, muB als allgemeines 
Kennzeichen der Autolyse angesehen werden, gibt aber keinen Einblick 
in ihre Intensitat. Eine zusammenfassende Ubersicht iiber die Konzen- 
trationsverinderungen der cyclischen Aminosauren der untersuchten 
Organismen findet sich in Tab. 7, aus der deutlich die Abnahme mit 
zunehmendem Alter hervorgeht. 

Es seien noch einige Bemerkungen zum Nitratumsatz gemacht. Die 
Nitratreduktion geht auch nach Uberschreitung des Wachstumshéchst- 
wertes weiter, worauf schon BRENNER (1914) hinwies. Allgemein wird 
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mehr Nitrat reduziert, als im Stoffwechsel verbraucht wird, und es is 
anzunehmen, daB der Rest-N in Form léslichen Stickstoffs im Mediu 
gebunden wird — gegebenenfalls unter Reaktion mit Glucose — worau: 
auch Scuwartz u. SternHaRT (1933) fiir Aspergillus niger hinwiesen 
DaB es sich bei dem lislichen Stickstoff um leicht wieder aufnehmbare 


Tabelle 7. Ubersicht iiber die Konzentrationsdnderungen 
der cyclischen Aminosduren im Autolysezeitraum. 
SS ———— eee ONO ee 
Dioxy- |Pphenyl- | Trypto- 
phenyl-| ajanin | phan | 2¥0siN 
| alanin 


Mucor adventitius aurantiacus 


Mycelhydrolysat 
,,Alkalische‘‘ Autolyse (stark),4 Kulturen .. . 0 (4) 4 (4) 
0 0 0 1 
,,saure‘‘ Autolyse (schwach), 2 Kulturen... . (2) (2) (2) 2 
0 [2] [2] 2 


Freie Aminosauren im Mycel 
,»Alkalische“’ Autolyse (stark),4 Kulturen .. . 0 4 0 0 


Aspergillus niger 
Mycelhydrolysat 
,,Alkalische“ Autolyse (schwach), 2 Kulturen . . 0 2 (2)* 2 


,»,Alkalische‘‘ Autolyse = ,,braune“ Autolyse 


(stark) 522, ISULG TON eux) hectare ino aia acre (1) 2 (2) 2 
0 [2] 0 [2] 
, saure‘‘ Autolyse (schwach), 2 Kulturen. . . . 0 (2) (2) “leis 


Freie Aminosauren im Mycel 
,,Alkalische“* Autolyse (schwach), 2 Kulturen . . 0 0 0 0 


Absidia glauca : 
Mycelhydrolysat 
, saure’* Autolyse (schwach), 4 Kulturen... . (4) 4 (4) (4) 


SNS 0 2 
Zeichenerklarung. Obere Zahl: Junge Kultur beim Wachstumshéchstwert — Zah 
der Kulturen mit Vorhandensein; () bedeutet schwach.—Untere Zahl: Alte 


Kultur = Zahl der Kulturen mit Vorhandensein; [ ] bedeutet Abnahme gegen 
liber der oberen Zahl; * bedeutet Abnahme vor dem Wachstumshéchstwert. 


Substanzen handelt, zeigt fiir A. glauca Tab. 3, noch deutlicher fir M 
adventitius Tab. 1. Die ausgeschiedenen N-haltigen Substanzen ver 
schwinden bei Mucor zu dem Zeitpunkt, an dem die Erntemaxima er 
reicht werden, wihrend die C- Quelle bereits frither verbraucht ist. 
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Vielleicht kann diese Higentiimlichkeit als analoger Vorgang zu den Ergebnissen 
on STEINER u. Katrine (1953) angesehen werden, wonach bei Hndomycopsis ver- 
lis Prozesse der Umaminierung zum Teil im AuSenmedium vor sich zu gehen 
heinen, bzw. unter Austauschvorgangen an den Grenzflichen des lebenden Proto- 
lasmas. Sie fanden als ,,Grundaminosauren‘ in der Nahrlésung stets Glutamin- 
dure, Asparaginsaure und Alanin. In diese Richtung weist vielleicht auch die 
hon erwihnte Arbeit von MackEnzig u..Cook (1952), aus der hervorgeht, daB 
on Penicillium notatum in frithen Wachstumsstadien Glutaminsiure in das Sub- 
at ausgeschieden wird; spater erscheint Valin. Rrpprn u. Mitarb. auBerten schon 
938 die Ansicht von Umsetzungen an der Plasmagrenzschicht. 


Wirkung des Aneurins. 


Da sich bei den Autolyseversuchen gezeigt hatte, daB Aneurin gewisse 
irkungen — teils fordernd, teils hemmend — ausiiben kann, die unter 
mstanden geeignet sind, die Geschlechter zu differenzieren, so wurde 
ieser Frage weiter nachgegangen. 


Seit iiber 20 Jahren ist bekannt, daB sich Mucorineen gegeniiber Vitamin B, 
eterotroph verhalten. Die zahlreichen Untersuchungen — zusammengefaBt von 
cHoprErR (1939) — beschaftigen sich meist mit Phycomyces Blakesleeanus als 
rototyp dieser Heterotrophie. Bemerkenswert ist aber die Tatsache, daB die 
rganismen der so nah verwandten Gattungen nicht gleichartig auf eine Vitamin- 
ufiigung reagieren. Es sind alle Abstufungen vertreten von der Heterotrophie tiber 
ie Autotrophie bis zur Hemmung. Uber eine wachstumshemmende Wirkung 
eringer Mengen Aneurin bei Rhizopus-Arten liegen Untersuchungen von SCHOPFER 
1935), Ropsrns u. Kavanacu (1938) sowie SCHOPFER u. GuILLOUD (1945) vor; 
ach einer kurzen Forderung in friihen Stadien des Wachstums tritt eine, die Ge- 
chlechter differenzierende, noch nach 10 Tagen nachweisbare Hemmung auf. 
. Louis (1953) wirkt sich der gestorte Aneurinstoffwechsel ferner auf eine 
teigerung der Biosynthese des Biotins aus. Die méglichen Ursachen der Hemmung 
sind mit der Wirkungsweise des Aneurins, u.a. als Co-Enzym der Carboxylase, 
eng verkniipft. Von zahlreichen Beobachtungen iiber die Wirkungsweise des Aneu- 
rins als Co-Carboxylase seien nur einige erwaéhnt. Vitamin B, fiihrt nach WrrrH u. 
Norp (1943) bei Fusarium zu einer geringen Brenztraubensaurebildung, bei Rhizo- 
pus vermehren sich CO,-Abgabe (SCHOPFER, 1943) und Alkoholbildung (SCHOPFER 
u. GuitLouD, 1945) gegeniiber vitamin-unbeeinflubten Kulturen. SCHOPFER u. 
GurLLoup vermuten die Ursache des Hemmeffektes in der Alkoholbildung, welche 
durch Aneurin induziert sei. Foster u. GoLpMAN (1948) dagegen nehmen an, dal 
auf aneurin-haltigem Medium mehr Carboxylaseaktivitat vorhanden und daher 
die gebildete Alkoholmenge nicht die Ursache, sondern die Folge der Hemmung sei. 
Tn den zu schildernden Versuchen wurde auf die Bestimmung von Eiweib 
(N x 6,25) verzichtet. Sie besitzt absolute Giiltigkeit nur fiir isoliertes KiweiB und 
fallt daher bei Pilzen wegen groBerer Anteile von NichteiweiB-Stickstoff (z. B. 
Chitin) zu hoch aus (Fostmr, 1949). AuBerdem kann der Gehalt sowohl an KiweiB 
(PRuESS u.a., 1933/34) als auch an NichteiweiB schwanken, wie den Autolyse- 
untersuchungen im Falle des Chitins zu entnehmen ist. Der von Rrppet (1939) ein- 
gefiihrte EiweiBkoeffizient konnte daher nur unter quantitativer Beriicksichtigung 
des Chitins angewendet werden; es wurde nur der Gesamtstickstoff betrachtet. 


1. Absidia glauca. 
Aneurin beeinfluBt die Geschlechter unterschiedlich: Trotz der Aneu- 
rin-Autotrophie des Pilzes machen sich 0,02 y besonders nach 4 Tagen 
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Wachstum bemerkbar, indem A. glauca (+) gegeniiber den Kontrollen 
ohne Wirkstoff um 35%, der (—)-Stamm um 50% gehemmt wird, wid 
sich nach Tab. 8 und ebenso aus dem ,,N1ELSEN‘‘-Faktor (Tab. 9) ergibtt 
Nach JANKE u. Sorco (1939) ist darunter das Verhiltnis von Ernte+ 
gewicht mit Vitaminzusatz zu dem Erntegewicht ohne Vitaminzusatz 


Tabelle 8. Relative Aneurinwirkung nach Tab. 1 und 3. Mucor adventitius. 


(+)-Stamm (—)-Stamm 


Alter (Tage): 4 7 14 43 4 7 14 43 


physiol. alkalisch 
Mycelgewicht. . |-+ 130,5)+ 15,9|+ 46,4 0 |+ 90,9| 0 0 0 
Mycelzuwachs . |+ 130,5|— 46,3/+ 128,5)/+ 215,5|+ 90,9\— 78,8 0 0 
Phosphorgehalt . |+ 65,5 + 13,2\+ 23,9|+ 26,4/+ 16,4\— 6,3\— 2,5|+ 20,4 


physiol. sauer 
Mycelgewicht. . |+ 29,6!+ 13,0 0 0 0 0 0 0 
Mycelzuwachs . |+ 29,6|— 26,4 0 0 0 0 0 0 


Absidia glauca, physiol. sauer. 


(+)-Stamm | (—)-Stamm 
ae re ae 12 33 59 92 4 7 12 33 59 
Mycelge- | ' 
wicht .|—35,6/+ 7,4 0 0 0 0 |—51,7 0 0 0 0 
Myzelzu- 


wachs .|—35,6| + 37,3} 0 | 0| 0| O |—51,7/+23,3| 0] 0] 0 
Phos- | 
phorge- 

halt. ./ 30,0} + 6,7/+ 3,7|+ 4,6|+ 1,5|—9,2| + 8,1|+15,0| 0 |47,4|+ 63 


Die Zahlen bedeuten den Prozentsatz ohne/mit Aneurin, bezogen auf ohneAneurin 


zu verstehen. Weiterhin zeigt sich fiir den Phosphorgehalt des Mycels — 
charakterisiert durch den entsprechenden P-Faktor — da8 Wachsturm 
und P-Verarbeitung nicht ausschlieBlich parallel verlaufen, da nur das 
(+-)-Geschlecht eine Hemmung beider Faktoren aufweist. In der Hemm 
wirkung des Mycelwachstums besteht damit ein Gegensatz zu der er 
wahnten Untersuchung von ScHopFEeR u. GurmLLoup (1945), in der fii 
Rhizopus eine friihzeitig einsetzende, aber noch nach 10 Tagen nach: 
weisbare Hemmung festgestellt wurde. 


Eine gewisse Sonderstellung kommt anscheinend dem P-Stoffwechse 
zu, denn der (—)-Stamm mit einem relativ héheren Mycelgewicht nimm‘ 
im Verhaltnis weniger P auf als A. glauca (+-); d. h. Mycelgewicht une 
P-Aufnahme verhalten sich reziprok (vgl. Tab. 8). Diese Erscheinung lie! 
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ich trotz der physiologischen Labilitaét, welche haufig iiberimpfte Kul- 
urstamme aufweisen, ein halbes Jahr spaiter mit dem gleichen Ergebnis 
eproduzieren. Da aber keine Versuche iiber die Lokalisierung der Phos- 
horséure im Mycel vorgenommen wurden (Ribonucleinsaure usw.), 
ann keine Aussage gemacht werden tiber das verschiedenartige Ver- 
alten beider Stémme in Bezug auf die P-Verarbeitung. 


Tabelle 9. Absidia glauca (0,02 y Aneurin/cm®), 


(+)-Stamm 


(—)-Stamm 


(Tage) », NIELSEN “‘~ p- », NIELSEN “‘- P- 
Faktor Faktor Faktor Faktor 
4 0,64 0,70 0,48 1,09 
7 1,08 1,07 0,95 1,18 
12 1,02 1,04 1,02 1,00 
33 0,99 1,05 0,99 1,08 
59 1,02 1,01 1,01 1,07 
92 0,99 | 0,91 0,99 1,04 


Um festzustellen, ob Aneurin in gréBeren Mengen andere Wirkungen 
usitibt, wurden neue Versuchsreihen mit wechselnden Vitaminmengen 
(0,1;0,2 und 0,4y Aneurin/cm?) angesetzt mit der auf S. 256 angegebenen 
Nahbrlésung. Wie Abb. 10 zeigt, reagiert A. glauca (—) in stérkerem 
Ma8e auf die Vitamineinfliisse, vor allem zu Beginn und am Ende des 
Wachstumszeitraumes: Mit 0,1 y Aneurin wird nach einem anfanglichen 
Maximalwert des Mycelzuwachses ein Minimum durchlaufen, an das 
sich wiederum ein Anstieg anschlieBt. Im Gegensatz dazu verandert 
die Substanzzunahme des (-++)-Geschlechtes nach Erreichen des Mini- 
mums ihren Wert nicht mehr. 

Mit 0,2y Aneurin bleiben die Zuwachswerte des Mycels beider Ge- 
schlechter gleich und fallen ohne Ubergang auf Null ab. Nur A. glauca (—) 
zeigt zu spaterer Zeit wieder einen Anstieg. 

In Anwesenheit von 0,4 y Vitamin B, treten nur geringe Unterschiede 
auf, die sich wenig von der Wirkung von 0,2 Aneurin unterscheiden. 

Zu dem gleichen Zeitpunkt, an dem beide Geschlechter bei allen Kon- 
zentrationen ein Minimum des Mycelzuwachses besitzen (nach 12 Tagen), 
findet sich auch ein Minimum der P-Zunahme. Doch zu anderen Zeiten 
besteht keinesfalls die gleiche Abhangigkeit zwischen beiden Faktoren, 
wie Abb. 10 zeigt. 

Die Geschlechter unterscheiden sich also bei Einwirkung hoherer 
Vitaminkonzentrationen in folgenden Punkten: Zu Beginn der Wachs- 
tumsperiode von A. glauca verursachen 0,1 y Aneurin bei dem (Ge 
schlecht eine maximale Substanzzunahme und 0,4 Aneurin eine 
maximale P-Verarbeitung. Die gleiche Beziehung besteht in noch 
starkerem MaBe auch zwischen 12 und 35 Tagen. Bei dem (—)-Stamm 
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sind im Anfangswachstum 0,4 y Aneurin fiir beide Faktoren optimal, abe; 
am Ende der Beobachtungszeit dominieren 0,1 y Vitamin B, in der Mycel 
zunahme und 0,4 in der P-Zunahme. Es ist also der EinfluB eine: 
Wirkstoffkonzentration im Verlaufe der Kultur einer Veraénderung unter: 
worfen. Auch im prozentualen P-Gehalt des Mycels ist zu erkennen, dal 
der (++)-Stamm mehr Phosphorsiure verarbeitet. 


Mycelzuwachs 


O# 
Adan ene 


O4 
Anbiriey em? 


4 ee Ee ED OE i a a, 4 7 12 43 Tage 


Abb. 10. Absidia glauca mit 0,1 ,0,2 und 0,4 y Aneurin/em*. Mycelzunahme und Phosphorsiure- 
zunahme. Werte in mg. Zeichenerklirung: punktierte Siulen = (+)-Stamm, leere Siiulen = (—). 
Stamm. In der oberen Reihe sind die Schwankungen eingetragen. 


SchlieBlich sei noch ein Versuch mit A. glauca erwihnt, der in anderet 
Beziehung auf Geschlechtsunterschiede hinweist: Bei Beimpfung det 
Kulturgefaife mit beiden Geschlechtern gleichzeitig zeigen sich Unter. 
schiede gegeniiber Kulturen der getrennten Geschlechter, wie aus Tab. 1¢ 
ersichtlich ist. Mit Maltose als C- Quelle gleicht sich das mittlere Mycel. 
gewicht des ,,Zygotenstammes‘‘ dem des (—)-Geschlechtes an, wihrend 
Glucose eine Anlehnung an die (-+-)-Form bewirkt. 


2. Mucor adventitius aurantiacus. 


Auch bei M. adventitius hat das durchschnittlich héhere Erntegewicht 
des (—)-Geschlechtes einen geringeren P-Gehalt (vgl. Tab. 1 und 8), 
Aneurin tibt aber andere Einfliisse auf den vitamin-autotrophen Pilz aus 
als sie bei A. glauca gefunden wurden. 0,02 y Aneurin/cm? beeinflussen 
das Wachstum und die P-Verarbeitung auf physiologisch alkalischer 
Nahrlésung derart, daB das (-++)-Geschlecht einer starkeren Foérderung 
unterliegt, die mit wechselnder GréBe wahrend der ganzen Kultur. 
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eriode erhalten bleibt. Der (—)-Stamm ist dagegen nur bis zu 4 Tagen 
efordert, wie sich aus den Werten des ,,NIELSEN‘‘- und P-Faktors in 
ab. 11 ergibt. 


Tabelle 10. Absidia glauca. (Mycelgewicht nach 35 Tagen in mg.) 


C- Quelle aan A. glauca (+) A. glauca (+) A. glauca (—) 

0 228,2 + 3,2 226,4 + 0,9 275,6 -- 4,1 

0,5 231,6 + 2,9 223,8 + 3,5 277,3 + 3,2 

1,0 222,1 + 4,1 233,2 + 2,8 271,1 + 3,9 

altose 0 142,0 + 4,2 170,8 -- 3,0 175,0 + 2,5 
0,1 145,6 + 3,6 178,0 + 2,9 172,6 + 2,1 

0,5 142,8 + 3,1 169,2 + 3,3 160,8 + 3,5 

1,0 132,5 + 4,1 176,8 + 2,9 164,6 + 1,9 


Auf physiologisch saurer Nahrlésung ist das durchschnittliche Wachs- 
um geringer (vgl. Tab. 1); nur das Anfangswachstum ist gegentiber dem 
hysiologisch alkalischen Substrat gefordert: Ohne Aneurin bildet 1. 
udventitius (+) 67%, der (—)-Stamm 36% mehr Substanz nach 4 Tagen. 
uch der AneurineinfluB ist auf diesem Medium geringer. Bei dem (++)- 
schlecht ist die wachstumsfordernde Wirkung des Vitamins bereits 
ach 14 Tagen verschwunden; bei der (—)-Form erfolgt iiberhaupt keine 
eaktion. 


Tabelle 11. Mucor adventitius awrantiacus. 
(A = physiologisch alkalisches Medium; S = physiologisch saures Medium. 


iar (+)-Stamm (—)-Stamm 
(Tage) ,,NIBLSEN“‘-Faktor P-Faktor ,,NIELSEN‘‘-Faktor P-Faktor 
aw ree A atk 8 A 
| 4 2,30 1,30 1,65 1,91 1,04 1,16 
"i 1,16 1,13 1,13 1,00 1,02 0,94. 
14 1,46 04> lor 24 0,98 1,00 0,98 
| 43 1,07 0,98 1,26 1,03 0,97 1,20 


Eine kurze Betrachtung erfordern noch die pxu- Werte. Unterschiede der 
Geschlechter im Saurebildungsvermégen scheinen aber, zumindest am 
Anfang der Kultur, vorhanden zu sein, weil z. B. (Tab. 1, mit Aneurin) 
M. adventitius (—) nach 4 Tagen bei der (—)-gegentiber der (+)-Form, 
trotz einem etwas gesteigerten Nitratverbrauch, einen geringeren pH- 
Wert zeigt. Fir Rhizopus wurde dies auch von Foster u. WAKSMAN 
(1939) festgestellt: Rh. nigricans (—) bildet im Gegensatz zur (-+-)-Form 
keine Fumarsiure. Die Autoren glauben, da8 das Fehlen oder Vorhanden- 
sein eines bestimmten Fermentmechanismus diese Geschlechtsunter- 
schiede hervorruft. Eine Bestatigung dieser Annahme findet sich auch bei 


Morwus (1941), der Ahnliches bei Algen (Chlamydomonas eugametos ) 
feststellte. 
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Die Geschlechtsunterschiede lassen sich zusammenfassend folgendert 
maBen charakterisieren: Das (—)-Geschlecht beider untersuchter Pilze 
weist ein durchschnittlich héheres Erntegewicht und am Anfang des 
Wachstums hodhere 6konomische Koeffizienten auf, wahrend der Phos: 
phorgehalt des Mycels (auch absolut) geringer ist als der des (+-)-Stammes 
und auch bei der Autolyse relativ weniger abnimmt. Vielleicht stellt dies 
ein Merkmal der Zygomyceten dar. Der N-Gehalt verhalt sich aber nicht 
einheitlich: Junges Mycel von M. adventitius (+) und A. glauca (—: 
hat einen hé6heren prozentualen Stickstoffanteil, so daB von den ent! 
sprechenden anderen Geschlechtern die Bildung gr6Berer Mengen N-armer 
Substanzen (z. B. Chitin) angenommen werden muB. 

Aneurin beeinfluB die Geschlechter der Pilze unterschiedlich. Beide 
Staémme von A. glauca werden durch 0,02 y Vitamin B, bis zu 4 Tagen im 
Wachstum gehemmt; das (—)-Geschlecht ist davon starker betroffen. 
Damit ist auch eine Hemmung der Phosphorverarbeitung verbunden, die 
jedoch nur bei A. glauca (+-) zu beobachten ist, wihrend die (—)-Form 
trotz ihrer starkeren Wachstumshemmung im P-Stoffwechsel keine 
Anderung zeigt. Allgemein ist der prozentuale P- und N-Gehalt junger 
Mycelien von A. glauca mit Aneurinzusatz gegeniiber vitamin-unbeein- 
fluBten Kontrollen erhéht. — Von steigenden Vitaminkonzentrationen 
(0,1; 0,2 und 0,4 y/cem*) wird fast ausschlieBlich das (—)-Geschlecht be- 
einfluBt: Der Ernteertrag andert sich nach 35 Tagen Wachstum um- 
gekehrt zu der Aneurinmenge. 

Im Gegensatz zu A. glauca wird M. adventitius (++) wahrend des ganzen 
Wachstums auf physiologisch alkalischer Nahrlésung durch 0,02 y Vit- 
amin B, geférdert, das (—)-Geschlecht aber nur bis zu 4 Tagen. Die 
Phosphoraufnahme verhalt sich entsprechend. Auf physiologisch saurem 
Medium sind Wachstum und Aneurinwirkung geringer. In der Sauren. 
bildung bestehen Unterschiede zwischen den Geschlechtern. Gegeniiber 
Kulturen ohne Wirkstoffzusatz haben junge Mycelien von M. adventitiu: 
mit Aneurinzusatz einen verringerten prozentualen N- und P-Gehalt 

Auf variable physiologische Eigenschaften der Zygomyceten deutet 
auch eine von UTIGER (1953) aufgefundene Farbreaktion, bei der durel 
Zufiigung von NaOH zum Nihrmedium allein bei dem (—)-Geschlecht 
sich eine Rotfarbung ergeben soll. Fiir Phycomyces Blakesleeanus var 
piloboloides konnte eine Nachpriifung dies bestatigen. Bei A. glauca jedocl 
lieferten beide Geschlechter eine rote Farbe bei Verwendung vor 
Glucose als C-Quelle; mit Maltose zeigte aber nur A. glauca (—) ein 
Farbstoffbildung. Die Intensitaét war abhingig von der Vitaminkonzen 
tration. Auch nach BruckEr (1954) ist diese Rotfarbung mit Alkali, di 
auf Oxydation von Gallussiiure durch Luftsauerstoff beruht, nich’ 


geschlechtsspezifisch, da ihre Produktion nicht an das Geschlecht ge 
bunden ist. 
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Nach diesen Ergebnissen scheinen also die Zygomyceten nur wenige 
ysiologische EHigenschaften zu besitzen, die eine allgemeine Differen- 
erung der Geschlechter erlauben. so da selbst die Definition, die 
piger wachsende (weibliche) als die (+-)-Form zu bezeichnen (JANKE, 
46), nicht durchaus zutreffen konnte. 


Ausgefihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 


Herrn Prof. Dr. A. RippEt sage ich fiir die Anregung zur vorliegenden Arbeit 
d die Ratschlage bei ihrer Durchfiihrung meinen besten Dank. 


Zusammenfassung. 


1. Testversuche mit 14 Zygomyceten an 6 Bakterienarten ergaben nur 
wenigen Fallen schwache Hemmung empfindlicher Bakterien. Das 
uriicktreten antibiotisch wirksamer Stoffe und von Farbstoffen scheint 
ur diese Pilze charakteristisch zu sein. 
'2. Auch bei Zygomyceten (Mucor adventitius awrantiacus und Absidia 
lauca) ist eine Autolyse vorhanden. Sie verlauft aber anders als bei 
spergillus niger. Selbst in dem fiir sie optimalen physiologisch alkali- 
chen Medium traten bei Mucor keine huminartigen Stoffe, Farbstoffe 
der Antibiotica in nennenswerter Menge auf. 
3. Zwischen ,,alkalischer‘‘ und ,,saurer‘’ Autolyse besteht nur ein 
nterschied in 4uBeren Merkmalen (Mycelabnahme, NH,-Bildung usw.), 
Shrend der innere Ablauf (Konzentrationsverhaltnisse der Aminosaéuren 
a Mycelhydrolysates) gleichartig ist: Konzentrationsabnahme der 
yyclischen Aminosiiuren (Phenylalanin, Dioxyphenylalanin, Tyrosin, 
[ryptophan) bei der Autolyse. Bei allen Pilzen fanden sich relativ 
roe Mengen von Glutaminsdéure, Asparaginsaure, Glykokoll und 
Serin, die durch die Autolyse nicht beeinfluBt wurden. Kennzeichen 
ler ,,alkalischen‘‘ Autolyse war ferner eine Abnahme, der ,,sauren“ 
ne Zunahme von Glucosamin, offenbar durch Veraénderung im Chitin- 
yehalt bedingt. 

4. Bei Aspergillus niger scheint kein direkter Zusammenhang 
-wischen der Abnahme der cyclischen Aminosiuren im Mycelhydrolysat 
ind der Ausbildung einer , braunen‘’ Autolyse zu bestehen. 

5. Bei einem sklerotienbildenden Asp. niger-Stamm unterscheiden 
ich Sklerotien und Conidien nicht in der Aminoséure-Zusammensetzung 
les Mycelhydrolysates. Auch Sklerotien autolysieren. 

6. In den Freien Aminosauren des Mycels bestehen sowohl in der An- 
fahl als auch in der Konzentrationsinderung Unterschiede: Bei Asp. 
viger mit fortschreitendem Wachstum eine Zunahme, bei M. adventitius 
sin Riickgang der Konzentration. Freie Aminosiéuren des Mycels ver- 
yalten sich in dieser Hinsicht wie die gewisser hemmstoffbildender Pilze; 
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fiir die antibiotische Wirksamkeit ist also das Verhalten der Freie: 
Aminosauren kein Charakteristikum. 

7. Bei Nitrat als Stickstoffquelle ergaben sich Stickstoffverluste, di 
fiir Mucor durch Ammoniakverlust infolge alkalischer Reaktion, fi 
Aspergillus durch indirekte Denitrifikation (Reaktion zwischen Nitrit une 
Aminosaure) zu erklaren waren. 


8. Trotz erhohtem Mycelgewicht ist der Phosphorgehalt der (—) 
Stiimme sowohl prozentual wie in absoluter Aufnahme geringer als der de 
(+-)-Staémme und nimmt bei der alkalischen Autolyse erheblich wenige: 
ab. Auch reagieren die (—)-Staémme auf Aneurin im Mycelgewicht starke 
als die (-++)-Staimme. Vielleicht liegen darin allgemeine Geschlechter 
merkmale der Zygomyceten, wihrend andere stark von inneren unc 
auBeren Faktoren abhangig, daher kaum allgemein giiltig sind. Gewiss: 
Farbreaktionen erwiesen sich jedenfalls als allgemein nicht brauchbar. 
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(Aus dem Institut fiir Pfllanzenschutz 
der Landwirtschaftlichen Hochschule Stuttgart-Hohenheim.) 


Untersuchungen tiber die Wirkung des Cyanamids 
im Kalkstickstoff auf pathogene und nichtpathogene 
Mikroorganismen des Bodens. 


Von 
HANNELORE MULLER. 


Mit 23 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 18. Februar 1955.) 


Arbeiten tiber die Anwendung von Kalkstickstoff als Desinfektionsmittel zur 
Bodenentseuchung liegen bereits in gréBerer Zahl vor. Dabei wurde er gegen die 
verschiedensten pathogenen Mikroorganismen angewendet, z. B. gegen Plasmodio- 
phora brassicae (KINDSHOVEN 1928, 1931, KupKr 1933, Di~LtER 1949), gegen die 
Umfallpilze Pythium und Rhizoctonia (BONING 1935, Korrr u. BONING 1930), gegen 
Erreger der Salatfaulen, insbesondere Sclerotinia minor, sowie auch gegen Sclerotinia 
sclerotiorum (BONING 1933, Brooxs 1942) und Sclerotinia fructicola (HUBER u. 
Baur 1939), gegen Aphanomyces raphani (KoRFF u. BONING 1930), gegen Talletia 
tritici (RADEMACHER 1951), Fusarium nivale (PICHLER 1947) u. a. Der Erfolg einer 
Kalkstickstoffanwendung war meist recht gut, obwohl auch negative Ergebnisse zu 
verzeichnen waren. Uber die jeweils anzuwendenden Kalkstickstoffmengen legen 
mehr oder weniger unterschiedliche Angaben vor. 

Im folgenden soll tiber Untersuchungen berichtet werden, die in den 
letzten Jahren iiber die Wirkung des Cyanamids im Kalkstickstoff auf 
Mikroorganismen, insbesondere auf Schadpilze des Bodens, durchgefthrt 
wurden (vgl. auch MULLER 1952). Vor allem sollten dabei folgende Fragen 
iiber die Wirkung und Anwendbarkeit des Kalkstickstoffs einmal grund- 
sitzlich geklirt werden: 1. Gibt es Unterschiede in der Empfindlichkeit 
pflanzenpathogener, bodenbiirtiger Mikroorganismen gegen Kalkstick- 
stoff? — 2. Welche Mengen sind anzuwenden, um das Wachstum eines 
bestimmten Pilzes zu unterbinden ? 

Ferner sollte — abgesehen von der bekannten Beteiligung der Boden- 
mikroflora an der Umsetzung des Kalkstickstoffs — die Wirkung des 
Kalkstickstoffs auf die ,,normale“‘, nichtpathogene Bodenmikroflora fest- 
gestellt werden. Denn nur auf Grund solcher Versuche erschien es még- 
lich, die Nebenwirkungen, die mit einer Kalkstickstoffanwendung im 
Boden verbunden sind, beurteilen zu konnen. 

Betina, Urscx u. Prrnesten (1940) stellten auf Grund ihrer Versuche 
iiber die Ursachen der Unkrautbekimpfung durch Kalkstickstoff das 
Cyanamid als den allein wirksamen K alkstickstoffbestandteil heraus. RADE- 


MACHER (1951) bewies in seinen Untersuchungen iiber Tilletia tritici eben- 
20* 
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falls, daB allein dem Cyanamid die fungicide Wirkung zukommt. Es erschier1 
deshalb notwendig, auch die Reaktion anderer bodenbewohnender 
pathogener Pilze auf diesen Stoff genau festzustellen, um die bisher nur 
empirisch bekannte Anwendung des Kalkstickstoffs zur partiellen Boden- 
entseuchung auf eine sichere Basis zu stellen. 


Eigene Versuche. 
I. Wirkung des Kalkstickstoffs auf die Bodenreaktion. 


Zunichst wurden Untersuchungen tiber die Wirkung des Kalkstick-: 
stoffs auf die Bodenreaktion vorgenommen, um zu klaren, inwieweit eine: 
Reaktionsverschiebung als wirksamer Faktor in Betracht kommt. 
Theoretisch ist bei Zugabe von Kalkstickstoff zum Boden eine mehr oder! 
weniger starke Reaktionsinderung zu erwarten, einmal durch den Atz- 
kalkanteil, zum anderen durch die bei der Umsetzung des Kalkstickstoffs 
auftretenden Zwischenprodukte. Vielfach wird gerade dem Atzkalk wegen 
seiner alkalischen Reaktion die Dezimierung besonders der pilzlichen 
Mikroflora zugeschrieben. Es miifSten jedoch schon einschneidende, an- 
haltende Reaktionsverschiebungen wirksam sein, um eine grundlegende 
Umordnung im Mikroorganismengefiige herbeizufiithren. 

Methodik. Fiir die Versuche wurde Komposterde mit einem Anfangs-pq-Wert 
von 6,2 verwendet. Als VersuchsgefaBe dienten fiir Versuch A MitscherlichgefaBe, 
fiir Versuch B Tontépfe. Der Kalkstickstoff wurde mit der Erde der betreffenden 
GefaiBe sorgfaltig vermischt. Folgende Kalkstickstoffkonzentrationen wurden an- 
gewendet: Versuch A = 0,0% — 0,1% — 0,3% — 0,9% — 1,8%. Versuch B = 
0,0% — 0,1% — 0,3% — 0,6% — 1,2%. 

Probenahme. Sterile Réhrchen schrag in die GefaBe eingefiihrt, so daB Erde 
aus allen Tiefen bis zu 12 cm erfaBt wurde. Diese Erde wurde in sterile Schalen ein- 
gebracht und zur Erreichung einer gleichmaBigen Verteilung geschiittelt. Die py- 
Bestimmungen wurden im KCl-Auszug vorgenommen, die Werte mit Lyphanpapier 
gemessen (Methodik siehe KotKwirz 1941). 


Tabelle 1. Wirkung von Kalkstickstoff auf die Bodenreaktion in Komposterde mit 
einem Anfangs-py von 6,2. 


Versuch A Versuch B 


Kalkstickstoff | = PuH-Wert nach 


Kalkstickstoff PuH-Wert nach 


2 14 Std | 2 Tagen Takes | 9 Tagen at 1 Tag | 3 Tagen 8 Tagen 
1 0,0 6,2 6,3 6,2 6,2 0,0 6,4 6,2 6,3 
2 0,1 1,2 7,2 7,0 6,9 0,1 7,0 6,7 6,5 
3 0,3 Aad. 7,4 7,4 7,4 OD (633 The 6,9 
4 0,9 9,0 8,5 8,5 8,5 0,6 7,6 7,5 1,2 
5 cs 10,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0 1,2 9,0" 1-300 an 


Wie Tab. 1 zeigt, ergeben sich je nach Hohe der zugefiigten Kalk- 
stickstoffmengen mehr oder weniger starke pu-Verschiebungen. Diese 
k6énnten an sich auf die Mikroflora erst in den Versuchsreihen 4—5 prak- 
tisch zur Auswirkung kommen, da bei den geringeren und unbestandigen 
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eranderungen der py-Werte in den Reihen 1—3, wie schon anfangs 
rwahnt, bleibende Verschiebungen in der Mikroorganismengruppierung 
icht zu erwarten sind. HAENSELER u. Moyer (1937) arbeiteten mit zwei 
éden, die sich in ihrem Anfangs-py-Gehalt voneinander unterschieden. 
er besondere Wechsel in den Bakterien- und Pilzzahlen geht vor allem in 
jenen Versuchen vor sich, deren pq-Werte itiber dem Neutralpunkt liegen, 
onach der Bodenreaktion eine groBere Bedeutung beigemessen wird als 
er Menge des zugesetzten Materials. Nach Maxxus (1931) soll es sich um 
inen Kombinationseffekt von Cyanamid und Kalk handeln. Wenn aber, 
ie die spaiteren eigenen Versuche zeigen, schon niedrige Kalkstickstoff- 
engen sowohl quantitativ als auch qualitativ auf die Mikroflora ein- 
irken, kann dafiir nicht die durch den Kalkanteil bedingte Reaktions- 
eranderung verantwortlich gemacht werden. Vielmehr dirfte die be- 
annte Schadigung der Mikroorganismen, besonders in den ersten 24 Std, 
ausschlieBlich durch das freigesetzte Cyanamid bewirkt werden. Dem 
Keimabfall folgt dann ein mehr oder weniger starker Keimanstieg, 
resultierend aus den bei der Cyanamidumsetzung freiwerdenden N- 
Verbindungen und dem Kalkanteil. Nach ALtrison (1924) erreichten 
Versuchsreihen mit Kalkstickstoff im Vergleich zu Reihen mit aqui- 
valenten Kalkmengen immer die héheren Keimzahlen, woraus hervor- 
geht, daB die Keimforderung nur teilweise auf dem Kalk, hauptsachlich 
aber auf den N-Verbindungen des Kalkstickstoffs bzw. semer Umsetzungs- 
produkte beruht. 

Die Anderung der Bodenreaktion selbst hat offenbar nicht die Bedeutung, 
die man thr vielfach beimift. Sie kann somit auch nicht zur Erklérung fiir 
besonders giinstige Wirkung vor allem gegen pathogene Pilze herangezogen 
werden. 

AuBerdem ist die Entwicklung von Pilzen keineswegs immer an saures 
Milieu gebunden. So gibt es eine Reihe von Pilzen, deren Optimum sogar 
deutlich im alkalischen Gebiet liegt. Nach den Ausfitthrungen von 
Scuarenit u. Meyer-Hermann (1930) gilt dies z. B. fitr Ophiobolus 
graminis, Pythium de Baryanum, Fusarium nivale, Moniliopsis Ader- 
holdit u. a. 


II. Wirkung des Kalkstickstoffs auf die Mikroflora des Bodens. 


Methodik. Nach der im vorigen Abschnitt beschriebenen Versuchsanstellung 
wurden von je 1 g der steril entnommenen Erdproben steril Verditnnungen von 
10-* hergestellt, die als Ausgangsmaterial zur Beimpfung von Platten dienten. 

Folgende Nahrbéden wurden verwendet: I. Fiir Bakterien: 1,00% Glucose, 
1,20% Pepton, 0,80% Liebig, 1,80% Agar. px = 7,0. —II. Fir Pilze: 2,00% Glucose 
0,10% KH,PO,, 0,20% Asparagin, 0,05% MgSO,, 0,05% NaCl, 0,05% FeCl, 
1,80% Agar. pa = 3,8. — ILI. Fir Actinomyceten: 3,00% Glucose, 0,20% NaNO,, 
0,10% K,HPO,, 0,05% MgSO,, 0,05% KCl, 0,001% FeSO,, 1,80% Agar. pu = 6,6. 

Versuchstemperatur 26°. Nach 24 Std wurden die ersten Auszihlungen der auf 
den Platten gewachsenen Keime vorgenommen, danach alle weiteren 24 Std, bis zu 
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10 Tagen, um auch langsam wachsende Actinomyceten mit zu erfassen. Die aus j 
4 Parallelen errechneten mittleren Keimzahlen der Versuche A und B sind in dent 
Abb. 1 und 2 dargestellt. 


Abb. 1 zeigt eine Abnahme des Gesamtkeimgehaltes bereits 12 Std: 
nach Versuchsansatz, und zwar nimmt der Keimgehalt mit steigender 
Kalkstickstoffgabe ab. Vom Versuch B wurden die ersten Proben zwari 
erst nach 24 Std entnommen, doch diirften die Anfangswerte annahernd: 
denen des Versuches A entsprechen. Nach 1—2 Tagen liegen die Keim-. 
zahlen beider Versuche bei der schwachsten Kalkstickstoffgabe tiber der1 


Keimzah/ 


I 2 FB) 5.56 ¥7RO WG 


Abb. 1. Versuch A. Abb. 2. Versuch B. 
Abb. 1 und 2. Wirkung von Kalkstickstoff auf den Keimgehalt des Bodens. 
(Gesamt-Keimzahlen je 10-° g Boden.) 
0,0% 3 ==---- 0.1%; 0,3%; ———0,9%; —:—-—1,8 % Kalkstickstoff. 
0,38%; ———0,6%; —-:—:— 1,2 % Kalkstickstoff. 


unbehandelten Kontrolle, gehen aber im Laufe der Versuchsdauer wieder 
zuriick, Die héheren Kalkstickstoffgaben bewirkten vom 2. bzw. 3. Tag ab 
wieder ein leichtes Ansteigen der Keimgehalte, doch wurden bis zum 8. 
bzw. 9. Tag von keiner Kalkstickstoffgabe die Keimzahlen der un- 
behandelten Kontrolle iibertroffen. 


Ubereinstimmend mit den Angaben der Literatur tritt nach Verabfolgung 
von Kalkstickstoff zunichst Keimabfall ein, dem ein Keimanstieg folgt, 
sofern die Kalkstickstoffgaben nicht zu hoch waren. 


Nach ALLIson (1924) wurden die Keimzahlen in fruchtbarem Lehmboden durch 
Kalkstickstoffgaben nach dem ersten starken Abfall zum Teil stark erhéht. Das 
Maximum lag 14 Tage nach Kalkstickstoffgabe. Auch nach KuHN u. DRECHSEL 
(1928) wurde Keimsteigerung konstatiert, die je nach Bodenart zu verschiedener 
Zeit eintrat und noch bis zu 12 Wochen verfolgt werden konnte. Ahnlicher Art sind 
die Angaben von A. u. G. Woxrr (1930). In gleicher Richtung liegen die Versuchs- 
ergebnisse von ScHMALFuss (1937), wobei nach Zusatz von Kalkstickstoff die Boden- 
atmung erhéht wurde, verbunden mit einer Keimerhéhung im Boden. Nach 
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CHMALFUsS ist es méglich, da durch das CaO oder H,CN, zuerst eine gewisse 
terilisierung des Bodens bewirkt wird, dann aber eine um so lebhaftere Entwick- 
g eines bestimmten Bakterienlebens eintritt. In diesem Zusammenhang sei noch 
uf die Arbeit von JANKE (1942) hingewiesen, die eine ausfiihrliche Zusammen- 
ellung der genannten Arbeiten bringt. 


Was in eigenen Versuchen nicht festgestellt werden konnte, sind die 
on anderen Autoren meist schon unmittelbar nach dem ersten Keim- 
bfall festgestellten zum Teil starken Keimerhéhungen durch Kalkstick- 
toff, und zwar tiber die unbehandelte Kontrolle hinaus. Es ist natiirlich 
ei einem Vergleich von Versuchsergebnissen immer das zu den Ver- 
uchen verwendete unterschiedliche Bodenmaterial zu beriicksichtigen, in 
em sich die Umsetzungsvorgiinge abspielen. Der Keimgehalt der Ver- 
uche A und B wurde nur bis zum 8. bzw. 9. Tag verfolgt; es ist durchaus 
dglich bzw. sogar wahrscheinlich, daB bei langerer Versuchsdauer auch 
ier die kalkstickstoffbehandelten Reihen diejenigen ohne Kalkstickstoff 
ank der im Laufe der Umsetzungen freiwerdenden assimilierbaren Ver- 
indungen im Keimgehalt tibertroffen hatten. 

Neben der Untersuchung iiber die Wirkung des Kalkstickstoffs auf die 
Gesamtzahl der Mikroorganismen sollte vor allem das Verhalten der 
akterien, Pilze und Actinomyceten im einzelnen festgestellt werden. 
Versuch B wurde hierfiir ausgewertet. 

Bakterien, Pilze und Actinomyceten wurden getrennt auf den Spezialnahrbéden 
ausgezahlt. Abb. 2 gibt die Gesamtkeimzahlen an. Die folgenden Abb. 3—7 bringen 
die bei den einzelnen Kalkstickstoffbehandlungen erhaltenen Zahlen fiir die Bakte- 


rien, Pilze und Actinomyceten im Vergleich zur Gesamtkeimzahlreihe, die nochmals 
dariiber angefiihrt ist. 


Die Bakterien tiberwiegen bei allen Versuchsreihen absolut, doch das 
Verhaltnis zwischen Bakterien und Pilzen variiert und zeigt vor allem bei 
niedrigster Kalkstickstoffgabe (Abb. 4) nach 24 Std, daB die starke Zu- 
nahme des Gesamtkeimgehaltes der starken Férderung der Pilze zu- 
zuschreiben ist. Die Werte fiir Pilze sind bei Zusatz von 0,10% Kalk- 
stickstoff sehr viel héher als bei Unbehandelt (Abb. 3) und liegen auch bei 
0,30% Kalkstickstoffgabe (Abb. 5) noch etwas hoher. Erst bei 0,60% 
Kalkstickstoffzusatz (Abb. 6) nehmen die Pilze ab. Die Bakterienzahlen 
liegen in der unbehandelten Kontrolle stets hoher als bei Kalkstickstoff- 
behandlung. Der Anstieg bei den Konzentrationen 0,30—1,20% Kalk- 
stickstoff ist vom 3. zum 8. Tag hin beachtlich. Die Actinomyceten werden 
von der geringsten Kalkstickstoffmenge nicht beeinfluBt, mit steigenden 
Gaben nehmen sie an Zahl ab, um bei der héchsten Konzentration voll- 
kommen zu fehlen. 

Auf den Platten der Kalkstickstoff-Reihen treten vor allem auf: Bac. mycoides, 
Bac. vulgatus, Bac. megaterium, Bac. amylobacter, Bac. subtilis, Vertreter der 
Pseudomonas-Gruppe und andere nicht naher bestimmte Erdbakterien, ferner 
nicht naher bestimmte Penicillien. 
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Die gewonnenen Ergebnisse sind insofern bemerkenswert, als bisher d 
Zerstorung gerade der grofzelligen Organismen fiir die ginstige Wirkung des: 
Kalkstickstof{s gegen Pflanzenkrankheiten verantwortlich gemacht wurde, 
welche ja vor allem durch pilzliche Erreger verursacht werden. 
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Abb. 5. Abb. 6. Abb. 7. 
Abb. 83—7. Keimzahlen bei Zusatz verschiedener Mengen von Kalkstickstoff zum Boden 
(bezogen auf 10~° g Boden). 
Gesamt; «+++: Bakterien; 


Keimzahl: 


Pilze; —-—— Actinomyceten. 


Das Ergebnis muBte aber noch weiter gepriift werden und konnte erst 
durch den Nachweis wirklicher Nutzung des Cyanamids durch Pilze als 
N- Quelle seine Bestitigung erlangen. 


III. Verarbeitung von Cyanamid durch Mikroorganismen. 
Daf es Organismen gibt, die das Cyanamid des Kalkstickstoffs an- 
greifen und verarbeiten kénnen, wurde bereits von LOHNIS (1905), 


Kappen (1908, 1909, 1910a) und ScumaLruss (1938) erwiesen und mit 
quantitativen Angaben belegt. 
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Fiir die eigenen Versuche wurde das Cyanamid von den Siiddeutschen Kalk- 
ickstoff-Werken Trostberg zur Verfiigung gestellt. Die zu verschiedener Zeit 
lieferten Versuchsproben waren von 82—85%iger bzw. 95—98% iger Reinheit. 
ach Mitteilung der Hersteller bestehen die restlichen Anteile aus Wasser, Dicyan- 
iamid, etwas Harnstoff und kleinen Mengen schwefelhaltiger Substanzen (Rho- 
anid, Thioharnstoff), welche aus dem Kalkstickstoff stammen. 


Versuchsanstellung. Eine Grundlésung bestehend aus Glucose 1,00%, 
2HPO, 0,10%, MgSO, 0,05% und einer Spur FeCl, wurde in Reagensgliser ab- 
efuillt und im Autoklav sterilisiert. Diesen Réhrchen wurde kalt sterilisierte Cyan- 
midlésung zugefiigt, so daB sich folgende Cyanamidkonzentrationen ergaben: 
) 0,059 und b) 0,10%. Das pa der Gesamtlésung war auf 6,7 eingestellt. Die 
ohrchen wurden mit Komposterde beimpft und im Thermostaten bei 26° gehalten. 
n Abstanden von 4 Tagen wurden Uberimpfungen in frische Nahrlésung vor- 
enommen. 
Die mit Lésung a (0,05°% Cyanamid) beschickten Réhrchen zeigten sehr schnell 
intretende Triibung, die auch nach mehrmaligen Passagen in ihrer Starke konstant 
liecb. Das Anwachsen bei Lésung b (0,109, Cyanamid) war langsamer und die 
rubung schwacher. Zur weiteren Auswertung wurden die Réhrchen der Lésung a 
ewahlt. 
Verschiedene Proben wurden auf Bouillon-Agar tibertragen und er- 
aben hauptsidchlich Kolonien von Organismen der Fluorescens-Gruppe, 
aneben Kolonien von Actinomyceten. Hergestellte Reinkulturen zeigten 
or allem bei nochmaliger Riickimpfung in Loésung a, daB besonders die 
seudomonas-Arten mit groBer Schnelligkeit das gebotene Cyanamid ver- 
arbeiteten. Kontrollkolben mit der Grundlésung ohne Zusatz von Cyan- 
amid zeigten bei Beimpfung keine Triibung. Der isolierte Proactinomyces- 
Stamm war nach Riickimpfung nur schwach angewachsen. Weitere 
Versuche wurden mit diesen Organismen nicht durchgefihrt. 

Sammlungsstamme wurden nun ebenfalls auf Cyanamidverarbeitung gepriift. Die 
Lésung war die gleiche wie beschrieben mit 0,05% Cyanamid. Als VersuchsgefaBe 
lienten Reagensglaser. 

Folgende Organismen wurden in die Versuchsreihe aufgenommen: 
|. Die aus vorigem Ansatz isolierte Fluorescens spec, 2. Die ebenfalls 
laraus isolierte Proactinomyces spec. 3. Proactinomyces citreus. 4. Pseudo- 
monas pyocyanea. 5. Bacillus subtilis. 6. Bacillus mycoides. 7. Bacillus 
nesentericus. 8. Aspergillus niger. 9. Aspergillus spec. 10. Penicillium 
notatum. 11. Penicillium chrysogenum. 12. Penicillium spec. 

Nach zweimaliger Passage in fliissiger Losung wurde das Wachstum der 
yetreffenden Organismen auf Grund der eintretenden Tritbung gepriift. 
AuGBer Bac. subtilis und Bac. mycoides zeigten alle anderen Organismen 
Wachstum. 

Schon Kappen (1910a) bewies die Zersetzung des Cyanamids durch 
Penicillium brevicaule und andere nicht naher bestimmte Penicillien, 
lurch Cladosporium, Stysanus stemonitis und einen rosa gefarbten Pilz. 
Nach ScumMa.Fuss (1938) verarbeiteten Bact. pyocyaneum, Pseudomonas 
Iworescens, ein nicht weiter bestimmter Sporenbildner, Aspergillus niger 


open 
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und Aspergillus fumigatus das Cyanamid als N- Quelle. In schwacherer 
Lésung wuchsen Bac. megateriwm und Bac. mycoides. LAMATRE u. BRoY 
NEL (1951) gelang es nachzuweisen, daB der Pilz Sterrgmatocystis (= Ass 
pergillus) nigra, gezogen auf einer BERTRANDschen Nahrloésung miti 
Cyanamid als N- Quelle, imstande ist, das hydrolytisch wirkende Enzym 
Cyanamidase zu synthetisieren. 

Zu diesen bisher bekannten Cyanamidverarbeitern konnten nach! 
eigenem Versuchsergebnis noch folgende Organismen zugeordnet werden: 
Bac. mesentericus, Proactinomyces citreus und die drei genannten Penii 
cillien. Merkwiirdigerweise wuchs Bac. mycoides nicht, obwohl bei dem 
Keimzahlbestimmungen aus Erde gerade dieser Organismus haufig auf 
den Platten erschienen war. 

In Ubereinstimmung mit den Angaben von KaprEn (1910a) unde 
Scuma.Fuss (1938) konnte festgestellt werden, daB nicht alle Organismem 
die Fahigkeit besitzen, Cyanamid abzubauen, und daB diese, wo vorhanden, 
verschieden stark ausgeprigt ist. AuSerdem werden die Ergebnisse der: 
qualitativen Keimzahlbestimmung, wonach nicht generell von einer 
besseren Vertraglichkeit bzw. sogar Férderung der Bakterien durch das: 
Cyanamid und einer Schiadigung grofzelliger Organismen, wie der 
Schimmelpilze, gesprochen werden kann, bestiitigt, da einige gepriiftes 
Pilze das Cyanamid sogar sehr gut verwerten kénnen. Im folgenden Ver-: 
such wird der Angriff auf den Stickstoff im Cyanamid quantitativ belegt.; 


IV. Cyanamidals N-Quelle fiir Penicillium notatum. 


Versuchsanstellung. Nahrlésung: Glucose 3,00%, K,HPO, 0,10%, MgSO,’ 
0,05%, FeCl, Spur, HCN, 0,10%. pa-Wert der Lésung 6,6. 200 cem’-Erlenmeyer-: 
Kolben wurden mit je 100 cm? der Nahrlésung beschickt. Die Cyanamidlésung wurde: 
durch Membranfilter sterilisiert und der iibrigen im Autoklav sterilisierten Lésung) 
zugefiigt. Die Kolben wurden mit 0,5 cm® einer Sporenaufschwemmung von 
Penicillium notatum beimpft und bei 26° im Thermostat aufgestellt. 


Auswertung. Nach 2, 4 und 7 Tagen wurden quantitative Analysen vor- 
genommen. Die gefundenen N-Werte sind in Tab, 2 aufgefiihrt und geben das 
Mittel aus je 2 Parallelbestimmungen an. Unbeimpfte Kolben dienten zur Kontrolle, 


um etwaige Umsetzungen des Cyanamids, durch Temperatur oder langeres Stehen 
bedingt, kontrollieren zu kénnen. 


Das Cyanamid wurde mit Silberacetat ausgefallt (Methodik siehe bei GurickE 
1949), die Probe nach Kjeldahl aufgeschlossen und der Stickstoff nach Destillation 
mit MgO bestimmt. Das Pilzmycel wurde ebenfalls nach Kjeldahl aufgeschlossen 
und der Stickstoff auf dieselbe Weise berechnet, 


Der Angriff auf den H,CN,-Stickstoff geht mit groBer Schnelligkeit vor 
sich (siehe dazu Tab. 2). Schon am 2. Tag sind rund 20 mg des H,CN,- 
Stickstoffs verbraucht, am 4. Tag ist nur noch etwa der 7. Teil des am 
2. Tag nachweisbaren H,ON,-Stickstoffs vorhanden. Am 7. Tag ist der 


H,CN,-Stickstoff vollstandig aufgebraucht, wihrend die H,CN,-Werte 
der Kontrollen praktisch auf gleicher Hohe bleiben. 


irkung des Cyanamids im Kalkstickstoff auf Mikroorganismen des Bodens. 293 


Etwa 1/, des H,CN,-Stickstoffs erscheint am 2. Tag als NH,-Stickstoff, 
eigt am 4. Tag auf 23 mg, und sinkt bis zum 7.Tag wieder auf 9,45 mg ab. 
Entsprechend der Abnahme des H,CN,-Stickstoffs steigt ebenso 
ntinuierlich der Mycel-Stickstoff; schon am 2. Tag sind 1,93 mg nach- 
weisen. Bis zum 7. Tag hat sich diese Menge auf fast die Hilfte des 
spriinglichen H,CN,-Stickstoffs erhéht. 

Neben dem NH;- und Mycel-Stickstoff tritt noch ein Rest-Stickstoff 
, der nicht genauer untersucht wurde, nach den friiheren eingehenden 
ntersuchungen von KAppEN (1910a) und Scumatruss (1938) aber mit 
icherheit als Harnstoff gebunden ist. 


Tabelle 2. Cyanamid als N-Quelle fiir Penicillium notatum. 
atz in 200 cm’-Erlenmeyer-Kolben mit je 100 cm*® Nahrlésung + 0,1% H,CN,. 
Anfangs-py-Wert der Lésung 5,6. 


Kultur ee eee | _-H,CN,-N NH,-N Mycel-N Rest-N 
age er mg mIng mg ing 
Lésung } 
. notatum . 2 6,9 43,8 11,6 1,9 7,0 
a4 4 5,2 6,9 23,0 9,5 24,9 
r. iii 3,6 0,0 9,5 29,2 25,6 
ontrolle 2, 4, 7 5,6 63,5; 64,8; — — oo 
64,5 


Der in 0,1% H,CN, enthaltene Stickstoff wurde, aus dem Mittel der 
Yyanamid-Stickstoff-Bestimmungen der Kontrollkolben berechnet, mit 
14,3 mg angesetzt. Die als ,,Rest-N“‘ angefiihrten Zahlen wurden auf 
liesen Wert bezogen. 

Mit diesem Ergebnis ist zunachst ein weiterer Beweis geliefert, daB das 
rste bei der Umsetzung des Kalkstickstoffs auftretende Produkt ,,Cyan- 
ymid mikrobiologisch weiter umgewandelt wird, da also Mikroorganismen 
n den Reaktionsverlauf zumindest von der Cyanamid-Stufe ab eingrei- 
en kénnen und hier nicht nur katalytische Vorgange stattfinden. 

,»,Katalytische Umwandlung“ vertreten unter anderem StuTzurR (1907, 1914), 
‘ruTzER, Rus u. Sdrz (1910), Rers (1910), Uneranr (1911), Rorrnr (1941), 
femme (1946) und Kusrena (1929). Dabei wird jedoch von einigen dieser Autoren 
ine mikrobielle Beteiligung nicht abgestritten. Doch wird den katalytischen 
Nirkungen des Bodens ein groBes Ubergewicht beigemessen wegen der bedeutend 
chnelleren Umsetzungen, welche die langsameren biochemischen Vorginge mehr 
der weniger bedeutungslos machen sollen. 

Die ,,mikrobielle Umwandlung“ wurde vor allem von Léunis (1905), KapPpEn 
1908, 1909, 1910a) und Soumatruss (1938) in eingehenden Versuchen nach- 
ewiesen. Ferner neigen auf Grund ihrer Untersuchungen WIENHUES (1940) u. a. zu 
lieser Ansicht. DaB jedoch auch eine Zersetzung des Cyanamids auf anorganischem 
Vege erfolgen kann, zeigen Versuche von KaPPpEN (1910b). 


Die eigenen Versuche bilden eine weitere Stiitze der Auffassung, daB 
Mikroorganismen ganz wesentlich schon an der ersten Phase der Kalk- 
tickstoffumsetzung im Boden beteiligt sind. AuBerdem widerlegen sie 
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die frithere Ansicht, daB die Pilze ganz allgemein kalkstickstoffempfin 
liche Organismen seien. Andererseits geht aus den giinstigen Erfahrunger 
der Praxis bei Anwendung von Kalkstickstoff gegen bodenbewohnend 
pathogene Pilze hervor, daB eine Empfindlichkeit gegen Cyanamid 
wenigstens unter diesen Formen vorhanden sein muB. 

Es war daher meine Aufgabe, die Wirkung von Cyanamid auf ver 
schiedene pathogene bodenbewohnende Pilze naher zu untersuchen. 
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Abb. 8. Pythium de Baryanum. Abb. 9. Thielavia basicola. 
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Abb. 10. Helminthosporium gramineum. Abb. 11. Fusarium spec. 
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Abb. 12. Fusarium nivale. Abb. 13. Phoma betae. 


Abb. 8—17. Wachstum der Pilze auf Nihragar bei Zusatz steigender Cyanamid-Gaben. 
H.CN.-Zusatz: ++++++- 0,035% ; === 0,070% ; ——— 0,140%; Kontrolle: 
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. Wirkung von Cyanamid auf Pilze, insbesondere Schadpilze 
des Bodens. 


a) Zusatz von Cyanamid zu einem festen Nahrboden. 


Versuchsanstellung. Das zu den Versuchen verwendete, geléste Cyanamid 
arde durch Membranfilter sterilisiert und je nach gewiinschter Konzentration 
cm? in sterile Petrischalen einpipettiert. Der Agarnahrboden war so zubereitet, 
2B alle Schalen nach Zugabe der Cyanamidlésung zusammen 15 cm? enthielten. Bei 
tigen des Agars zu der schon in der Schale befindlichen Cyanamidlésung wurde 
arauf geachtet, daB die Temperatur nicht zu hoch war, um jegliche Zersetzung des 
anamids zu vermeiden. 
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Abb. 14. Ophiobolus graminis. Abb. 15. Rhizoctonia solani. 
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Abb. 16. Mucor spec. Abb. 17. Aspergillus niger. 


Die verwendeten Konzentrationen waren: a) ohne; b) 0,035%; 
) 0,070% ; d) 0,140% H,CN,. 

Fiir die nachstehend genannten Pilze wurde Wirzeagar verwendet (px = 6,4), 

nur Ophiobolus graminis wurde auf Biomalzagar gezogen (4% Biomalz, 0,8% Pepton, 

! 8% Agar, pH = 5,5). 

Auf diesen Nahrbéden wurden die Pilze auch vorgezogen. Nach Bewachsen der 
Platten wurden mit einem sterilen Korkbohrer Agarscheiben von 1,3 cm Durch- 
messer ausgestochen und in die Mitte bereitstehender neuer Nahragarplatten, welche 
die jeweilige Cyanamidkonzentration enthielten, aufgesetzt. Versuchstemperatur 
26°. Der Zuwachs der Kolonien wurde durch tagliche Messungen festgestellt. 
Bei den Pilzen mit schneller und starker Sporenbildung wurden durch das Aus- 
stauben der Sporen sehr reichlich Sekundarkolonien gebildet. Und zwar besonders 
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bei den Konzentrationen, die auf den betreffenden Organismus noch nicht wa 
tumshemmend wirkten. 

Folgende pathogene Pilze (mit Angabe der Wirtspflanze und der Her 
kunft) wurden gepriift: 1. Pythium de Baryanum Hesse (Lupine, BBs 
Berlin-Dahlem); 2. Thielavia basicola Zopf (Cyclamen, BBA Berli 
Dahlem); 3. Helminthosporium gramineum Rabh. (Gerste, Hohenheim) 
4. Fusarium spec. Gruppe Hlegans (Gurke, Hohenheim); 5. Fusarium 
nivale (Fr.) Ces (Roggen, Hohenheim); 6. Phoma betae Frank (Riibem 
Hohenheim); 7. Ophiobolus graminis Sacc. (Weizen. BBA-Kiel-Kitze 
berg); 8. Rhizoctonia solani Kiihn (Kartoffel, BBA Berlin-Dahlem). 


Es handelt sich also um Pilze verschiedener systematischer Zugeh6rigkeit mi 
sehr unterschiedlichen morphologischen Merkmalen. 


Folgende Saprophyten wurden zum Vergleich in diesem Versuch miti 
getestet: 1. Mucor spec.; 2. Aspergillus niger van Tiegh.; 3. Aspergillu 
oryzae Ahlb.; 4. Penicillium spec. 

Die Abb. 8—17 zeigen die Ergebnisse des Versuches. 


b) Zusatz von Cyanamid zu einer Nahrlésung. 


Bei Zusatz des Cyanamids zu einer Nahrlésung ergaben sich ahnliche 
Wirkungen wie im vorhergehenden Versuch bei Zugabe zu einem fester 
Nahrboden. Als Ma fiir die Entwicklung der Pilze wurden in diesem 
Versuch der Glucoseverbrauch und das Mycelgewicht gewertet. 


Methodik. Nach Vorversuchen wurde folgende Grundnahrlésung gewahlt mit 
1,0% Pepton, 0,2% K,HPO,, 0,2% KNOs,, 0,05% MgS0O,, 6,0% Glucose. 100 em‘ 
Erlenmeyer-Kolben enthielten nach Zusatz der betreffenden Cyanamidmengen ins: 
gesamt 50 cm* Nahrlésung. Folgende Cyanamidkonzentrationen wurden gewahlt: 
a) ohne; b) 0,035%; ce) 0,070% ; d) 0,140% ; e) 0,200% H,CNg. 

Das Cyanamid war in Lésung durch Membranfilter sterilisiert und der iibriger 
Lésung zugesetzt. Bei jedem Versuch wurde mit 2 bzw. 3 Parallelen je Reihe ge- 
arbeitet, und bei jedem Versuchskolben 2 Glucosebestimmungen, nach der Methode 
von BERTRAND (siehe Rona 1926), durchgefiihrt. Zur Bestimmung des Trocken- 
gewichtes wurde das Mycel abfiltriert und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die 
Kolben wurden mit einem 1 cm? grofen Stiick der betreffenden Agarkultur beimpft. 
bzw. die mit Mucor, Aspergillus und Penicilliwm angesetzten Versuche mit eine! 
Sporenaufschwemmung. Die Ausgangskulturen waren 4—10 Tage alt. In jeder 
Versuchsreihe wurde ein unbeimpfter Kolben mitgefiihrt und ebenfalls von diesen 
Glucosebestimmungen gemacht. Es traten keine Verluste auf, so daB die Werte 
dieser Kolben in der Tabelle nicht mit angefiihrt wurden. Versuchstemperatur 27°. 


Von den im Plattentest gepriiften Parasiten und Saprophyten wurden 
folgende auch zu diesem Versuch herangezogen: 1. Pythiwm de Baryanum 
Hesse; 2. Fusarium spec. Gruppe Elegans; 3. Fusarium nivale (Fr.) Ces.: 
4. Ophiobolus graminis Sacc.; 5. Rhizoctonia solani Kiihn; 6. Mucor spec. ; 
7, Aspergillus niger van Tiegh. ; 8. Aspergillus oryzae Ahlb.; 9. Penicillium 
spec. 


Tab. 3 bringt die Ergebnisse, die nach 18—26 Tagen Versuchsdauer 
gewonnen wurden. 


Kultur 
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Tucor spec. 
(18 Tage) 


spergillus niger 
(21 Tage) 


spergillus oryzae . 
(21 Tage) 


enicilliwm spec. . 
(22 Tage) 


jiobolus graminis . . 
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belle 3. HinfluB von Cyanamid auf das Wachstum von Pilzen, gemessen an Glucose- 


Myceltrocken- 
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Zu den in den beiden Versuchsreihen der Abschnitte a) und b) geprith 
ten Pilzen kann folgendes gesagt werden: 


Pythium de Baryanum. Sowohl bei Zusatz von Cyanamid zz 
festem Nahrboden als auch zur Nihrlésung bewirkte die Zugabe von 
0,035°% Cyanamid eine Wachstumsverzégerung, bei h6heren Gaben w 
keine Entwicklung des Pilzes mehr méglich (Abb. 8). 

Die Impfstiicke aus den Kolben mit dem héchsten Cyanamidzusat 
wurden in Normallésung tibertragen bzw. auf Wiirzeagar zuriickgeimpft' 
um festzustellen, ob bei Ubertragung in ein Nahrmedium ohne Cya ; 
amid doch noch Entwicklung méglich war. Selbst nach 10 Tagen waa 
noch kein Wachstum zu beobachten, so da dieser Cyanamidkonzen1 
tration offenbar eine fungicide Wirkung zukam. 

Im Boden selbst zeigt dieser Pilz — je nach Bodenart — unterschiedlicha 
Wachstumsgeschwindigkeit (Lrxats 1952). Ferner kommt der konkurrierende Einr 
fluB der tibrigen Mikroflora bei der Ausbreitung von Pythiuwm in Betracht. Be 
groBeren Kalkstickstoffgaben ist unter Umstanden die Bodenreaktion von Wichtig: 
keit, denn nach den Untersuchungen von ScHaFFNnit u. MeyER-HERMANN (1930( 
begiinstigt alkalische Reaktion diesen Pilz. Die Infektionsstarke nimmt also mi: 
sinkender Aciditat deutlich zu. Es bleibt deshalb dem praktischen Versuch vori 
behalten, tiber die Eignung des Kalkstickstoffs zur Bodenentseuchung von Pythiwm 
de Baryanum zu entscheiden. 

Thielavia basicola. Dak im Plattentest schon die niedrigste Cyan: 
amidkonzentration so stark hemmend auf den Pilz einwirkte, diirfte fii 
praktische Anwendung zur Desinfektion Thielavia-verseuchter Erde dock 
von einiger Bedeutung sein. Hinzu kiime dabei noch eine giinstige Stick- 
stoff-Wirkung auf die Pflanze hinsichtlich der Neubildung von Wurzeln. 
da gerade in besonderem Mae die Wurzel bzw. der Wurzelhals Angriffs- 
flache fiir den Pilz ist (Abb. 9). 


Helminthosporium gramineum. Aus der Abbildung ist zu ersehen. 
dal dieser Pilz dem Cyanamid gegeniiber nicht so empfindlich ist wie die 
beiden zuvor angefiihrten Organismen. Mit steigender Cyanamid- 
kongzentration war wohl eine Wachstumsverzégerung verbunden, doe 
keine vollstiindige Wachstumshemmung (Abb. 10). 


Fusarium spec. Im Plattentest beeintrichtigte die niedrigste Cyan- 
amidgabe das Wachstum des Pilzes verhaltnismabig wenig; mit steigen- 
der Konzentration des zugefiigten Cyanamids wuchs Fusarium spec. 
langsamer. Bei Zusatz von Cyanamid zur Nihrlésung waren nach Ablaut 
der ersten Versuchswoche die Nahrliésungen der Versuchskélbchen ohne 
und die mit 0,035°% Cyanamid mit dickem Oberflachenmycel bewachsen. 
Tn den Versuchsreihen von 0,070% und 0,140% Cyanamid bedeckte zur 
gleichen Zeit die Pilzdecke etwa die Hilfte der Flissigkeitsoberfliche. Bei 
der héchsten Cyanamidgabe hatte sich bis dahin nur wenig submerses 
Mycel sowie Oberflichenmycel entwickelt. Es schien aber immerhin 
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achtlich, daB selbst 0,2°%, Cyanamid so wenig hemmend auf diesen 
ilz wirkte (Abb. 11). 

In einem orientierenden Versuch sollte die Cyanamidgabe ermittelt werden, bei 
r keine Pilzentwicklung mehr eintrat. Es wurden deshalb folgende Cyanamid- 
nzentrationen angewandt: 0,21%, 0,28% und 0,32%. 

Bei 0,21% Cyanamidzusatz kam es am 18. Versuchstag langsam zur 
ntwicklung von Submersmycel, das sich bis zum 28. Tag zu einer 
iinnen Myceldecke weiter entwickelte. Im Verlauf weiterer 3 Versuchs- 
ochen war auch hier in allen Kolben normale Deckenbildung erreicht. 
er Versuch wurde bis zu insgesamt 9 Wochen weiter verfolgt, doch kam 
s bei 0,28% und 0,32% zu keiner Pilzentwicklung mehr. 

Fusarium nivale. Sowohl bei Zugabe von Cyanamid zum Nahrboden 
Js auch zur Nahrlosung zeigte sich die Unempfindlichkeit von Fusariwm 
ivale gegen Cyanamid (Abb. 12). 

In der Praxis sind die Ergebnisse der Bekampfung dieses Pilzes mit Kalkstickstoff 
ehr unterschiedlich (PrcHLER 1947). AuBerdem ist bekannt, daB Fusariwm nivale 
Ikalische Substratreaktion bevorzugt. Es ist daher nicht unméglich, daB Kalk- 
tickstoff sich in der Praxis nicht nur als unwirksam, sondern teilweise sogar als 
érdernd auf das Wachstum von Fusarium nivale auswirkt. 

Phoma betae. Dieser Pilz interessierte insofern, als er Pyknidien als 
ermehrungsorgane bildet und sich hierin von den anderen noch ge- 
priiften Pilzen unterscheidet. Jedoch zeigte er dem Cyanamid gegentber 
kein wesentlich anderes Verhalten wie die tibrigen Pilze (Abb. 13). 

Nach Scuarrnit u. Meyer-Hermann (1930) ist die Infektionstiichtigkeit von 
Phoma betae von der Bodenreaktion wenig oder gar nicht abhangig. Hingegen ist 
jer Einflu8 der Bodenreaktion auf die Wirtspflanze zu beachten, da Riiben bei 
alkalischer Reaktion die groBte Resistenz zeigen. 

Ophiobolus graminis. Bei Zusatz von Cyanamid zum Nahrboden 
wie auch zur Nahrlésung war nur bei einer Gabe von 0,035% Pilzwachs- 
tum méglich (Abb. 14). 

Ophiobolus graminis miiBte demnach in seiner saprophytischen Phase im Boden 
durch Kalkstickstoff leicht bekimpfbar sein. Es ist jedoch zu bedenken, daB bei 
einer Kalkstickstoffanwendung auch die Wirkung auf die Antagonisten dieses Para- 
siten studiert werden miiBte, die bekanntlich fiir die Niederhaltung von Ophiobolus 
graminis eine groBe Rolle spielen (naheres bei GROSSMANN 1954). 

Rhizoctonia solani. Das Wachstum des Pilzes nahm mit steigender 
Cyanamidkonzentration kontinuierlich ab. Bei Zugabe von 0,140% Cyan- 
amid und dariiber war keine Entwicklung des Pilzes mehr moglich (Abb.15). 

Rhizoctonia solani kann durch natiirlichen, unsterilisierten Boden als Saprophyt 
gut wachsen (BuarRr 1943, Winter 1950), sofern eine vom Pilz besiedelte Nahrstoff- 


reserve zur Verfiigung steht. Praktische Versuche miissen zeigen, ob auch im Boden 
entsprechende Kalkstickstoffkonzentrationen das Wachstum des Pilzes zu ver- 


langsamen oder zu unterbinden vermogen. 

Mit steigender Cyanamidkonzentration wuchs der Pilz 

chte erst eine Gabe von 0,14% eine wesentliche 
21 


Mucor spec. 
langsamer, jedoch bra 
Archiy f. Mikrobiologie, Bd. 22. 
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Beeintrachtigung des Pilzwachstums. Bei Zugabe von 0,2% Cyanamid 
zur Nahrlosung wuchs der Pilz nicht mehr (Abb. 16). 

Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillium spe 
Diese drei Pilze sollen hier zusammen aufgefiihrt werden, da die gewonne 
nen Ergebnisse im wesentlichen tibereinstimmten. Im Plattentest zeigter 
die Pilze durch die niedrigste Cyanamidgabe gar keine oder nur se 
geringe Beeinflussung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, mi 
steigender Konzentration des Cyanamids wuchsen die Pilze etwas lang 
samer. Ebenso verhielten sich die genannten Pilze in Nahrlésung miti 
Zusatz von Cyanamid. Der Beginn der Mycelbildung war bei den hoherer 
Cyanamidkonzentrationen zeitlich hinausgeschoben, jedoch bei Versuchs 
schluB war makroskopisch kaum ein Unterschied in der Myceldecken 
bildung zu sehen (Abb. 17). 

Mit diesem Ergebnis konnte gezeigt werden, da diese 3 Pilze eine seh 
groBe Unempfindlichkeit gegeniiber dem Cyanamid aufweisen und sich 
trotz anfanglicher Wachstumsverzégerungen bei den hoheren Konzen4 
trationen dann doch unbehindert weiter entwickeln. 

Die beiden Versuchsreihen — namlich Zusatz von Cyanamid zu einem 
Agarnahrboden einerseits und zu einer Nahrlésung andererseits — er- 
brachten in den wesentlichsten Punkten Ubereinstimmung. Zusammen- 
fassend laBt sich aus thnen tiber das Wachstum von Pilzen bei Zusatz von 
Cyanamid folgendes sagen: 

Beziiglich ihrer Unempfindlichkeit gegen Cyanamid stehen an erster 
Stelle Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillium spec., Fusarium 
nivale und Fusarium spec., obwohl letzterer nach dem Plattentest noch 
nicht an dieser Stelle einzureihen ware. Es folgen dann Mucor spec. und 
Helminthosporium gramineum. Zu den Organismen, denen Wachstum von 
einer 0,14% igen Cyanamidkonzentration ab nicht mehr méglich war, 
zihlen Rhizoctonia solani und Phoma betae. Allen anderen Parasiten war 
nur bei Zusatz niedrigster Cyanamidgabe Wachstum mdglich. Zu diesen 
Pilzen gehoren Pythiwm de Baryanum, Ophiobolus graminis und Thielavia 
basicola, 


VI. Mikroskopische Beobachtungen an Pilzen bei Zusatz von 
Cyanamid. 

Bei der Kultivierung von Pilzen auf festen und fliissigen Nihrbéden 
konnten bei Zusatz bestimmter Cyanamidkonzentrationen mehr oder 
weniger starke Wachstumshemmungen beobachtet werden. Einige der ge- 
priften Pilze zeigten dabei langsameres Wachstum, ohne makroskopisch 
sichtbare Veriinderungen aufzuweisen. Andere Pilze jedoch, sofern es sich 
um Organismen mit Farbstoffbildung handelte, zeigten zum Teil eine we- 
sentlich schwiachere Ausfarbung. In der Regel war damit eine nur sparliche 
Mycelentwicklung bei den héheren Cyanamidkonzentrationen verbunden. 
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Es war anzunehmen, daB diese verschiedenen Reaktionen der Pilze dem 
yanamid gegentiber auch im mikroskopischen Bild zum Ausdruck 
ommen wiirden. Einige der in den vorhergehenden Versuchen gepriiften 
ilze wurden daher zu mikroskopischen Untersuchungen herangezogen. 
ls Nahrbéden wurden die im Plattentest angefiithrten (Wiirzeagar bzw. 
iomalzagar) verwendet, die Cyanamidkonzentration betrug 0,035%, 
070% und 0,140%. 


Pythium de Baryanum zeigte in der unbehandelten Kontrolle 
ickes, weiBes Luftmycel, wihrend bei 0,035% Cyanamidzugabe das 
ycel farblos war und am Substrat haftete. Die mikroskopische Unter- 
uchung zeigte sehr klar den Unterschied dieser beiden Kulturen nach 
Tagen. Ohne Cyanamid hatten die Hyphen ihre normale glatte Form, 
ahrend die Kulturen auf Cyanamidnahrboden sehr viele eckig ab- 
eknickte Hyphen aufwiesen (siehe dazu die Abb. 18 und 19). 


Thielavia basicola brachte ein ahnliches Ergebnis. Die Hyphen des 
ilzes waren bei Zusatz von 0,035% Cyanamid gekrauselt bzw. eckig 
ebogen, dagegen bei Kultur auf dem Nahrboden ohne Cyanamid glatt 
nd gerade. Die Abb. 20 und 21 zeigen diesen Unterschied. 


Ophiobolus graminis, der ebenfalls eine sehr groBe Empfindlichkeit 
dem Cyanamid gegentiber aufwies, lie morphologisch keinen Unterschied 
zwischen unbehandelt und 0,035°% Cyanamid erkennen. Makroskopisch 
zeigte dieser Pilz bei Zugabe von Cyanamid wohl langsameres Wachstum, 
jedoch in der Ausbildung des Mycels keine Abweichung zur unbehandel- 
ten Kontrolle. 

Fusarium nivale. Nach7 Tagen war in keiner Versuchsreihe ein Kin- 
fluB des Cyanamids mikroskopisch zu beobachten. Makroskopisch waren 
auch die Kulturen in ihrer Wachstumsintensitaét und Farbstoff bildung 
voneinander nicht verschieden. 


Mucor spec. Schon makroskopisch war hier ein Unterschied zwischen 
der Kontrollplatte und den Kulturen mit Cyanamid deutlich sichtbar und 
zeigte sich auch bei mikroskopischer Betrachtung. Abb. 22 zeigt eine 
4 Tage alte Kultur ohne Cyanamid. Das Plasma der Hyphen erscheint 
homogen. Dagegen ist auf den Nahrboden mit Cyanamid der Zellinhalt 
vacuolisiert. Und zwar verstarkte sich diese Erscheinung mit zunehmen- 
der Cyanamidgabe, so daB bei 0,140% das Plasma meist nur noch als 
schmaler Saum entlang den Zellwanden zu erkennen war (Abb. 23). 


Penicillium notatum zeigte am 3. Tag nur eine geringe Beein- 
flussung durch Zugabe von Cyanamid. Bei der héchsten Konzentration 
waren die Hyphen meist ein wenig gekriimmt und das Plasma granuliert. 


Aspergillus niger. Erst ab 0,07 % iger Cyanamidkonzentration war 


nach 3 Tagen ein Einflu8 des Mittels auf den Pilz zu erkennen. Das in der 
21* 
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unbehandelten Kontrolle fast homogen erscheinende Plasma der Hypher: 
war in den Cyanamidreihen vacuolisiert, doch wesentlich schwacher al 
bei Mucor spec. 

Bei den meisten der gepriiften Pilze war ein mehr oder weniger starker 
EinfluB des Cyanamids zu erkennen, der sich durch Deformierung der 
Hyphen bzw. Verdnderungen des Plasmas duperte. 


. ¢ wy XK A “‘¥ . 
Abb. 18. Pythium de Baryanum, 7 Tage alt, Abb. 19. Pythium de Baryanum, 7 Tage alt, 
ohne Cyanamid. + 0,035% Cyanamid. 
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Abb. 20. Thielavia basicola, 7 Tage alt, Abb. 21. Thielavia basicola, 7 Tage alt, 
ohne Cyanamid. + 0,035° Cyanamid. 


Abb. 22. Mucor spec., 4 Tage alt, 
ohne Cyanamid. + 0,14% Cyanamid. 


Abb. 18—23. Morphologische Veriinderungen der Pilze durch Zugabe von Cyanamid zum Nihrboden. 
(Vergr. 700 :1.) 


Auch bei den héheren Pflanzen werden durch Cyanamid Reaktionen im Plasma 
der Zellen ausgelést und die Vitalitaét der Organismen mehr oder weniger stark be- 
eintrachtigt. In Versuchen, reines Cyanamid als Bodenbehandlungsmittel wie auch 
als Spritzmittel zu verwenden, wurde die Beobachtung gemacht, daB, je nach ver- 
wendeter Konzentration, Erschlaffungserscheinungen und Verbrennungen an den 
Blattgeweben auftraten, die sich bei verschiedenen Pflanzenarten in Aufhellungen 
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der Schwarzungen und meist auch Kriimmungen der Blattrander auBerten. Solche 
chadwirkungen wurden auch von BELine, Urscu u. Prinasten (1940) festgestellt; 
rner von MERKENSCHLAGER (1942) bei Senf, der sich, neben Raps, auch in den 
igenen Versuchen als empfindlich erwies. In Wasserkulturversuchen von LaTzKo u. 
ERGER (1952) wurden die an verschiedenen Pflanzen durch Cyanamidaufnahme 
ervorgerufenen Symptome festgestellt. Da Cyanamid direkt aus der Nahrlésung 
on der Pflanze aufgenommen wird und schon nach kurzer Zeit in den Blattern nach- 
eisbar ist, zeigten Versuche von HoFrmMaANN (1954). 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Aus den Untersuchungen geht hervor, da die Wirkung des Cyanamids 
m Kalkstickstoff auf Pilze, insbesondere Schadpilze des Bodens, unab- 
aingig von systematischer Stellung, morphologischen Merkmalen und 
nterschiedlicher Wachstumsintensitét der einzelnen Pilze vdllig ver- 
chieden sein kann. Dabei kommen alle Ubergiinge von der Verarbeitung 
es Cyanamids als Stickstoff- Quelle bis zu vollstandiger Hemmung bzw, 
btétung der Pilze vor. Insbesondere reagieren einige der geprtiften 
pathogenen Pilze zum Teil auBerordentlich empfindlich auf die zugefiig- 
ten Cyanamidkonzentrationen, die Kalkstickstoffmengen von etwa 125, 
3,0 und 6,0 kg/m? Erde entsprechen wurden. 


In diesem Zusammenhang ist eine Tatsache bemerkenswert, die aus der 
Zusammenstellung tiber die Cyanamid-Empfindlichkeit der verschiedenen 
Pilze am SchluB des Abschnitts Vb hervorgeht. Es zeigt sich namlich, dafs 
— ungeachtet gewisser Abweichungen im einzelnen — im groBen und 
ganzen die typischen Saprophyten wie Aspergillus, Penicillium, Mucor 
usw. gegen Cyanamid wesentlich weniger empfindlich sind als die Para- 
siten (z. B. Pythium, Ophiobolus, Thielavia). AuBerdem konnte ja gezeigt 
werden, daB gerade einige Aspergillus- und Penicillium-Arten das Cyan- 
amid als Stickstoff- Quelle verwerten kénnen. Diese Ergebnisse ermog- 
lichen eine Erklarung fiir die zunachst unverstandliche Tatsache, dah 
zwar einerseits, wie zahlreiche Versuche und praktische Erfahrungen be- 
weisen, eine Bekiimpfung gewisser pathogener Bodenpilze durch Kalk- 
stickstoff méglich ist, andererseits aber die Zahl der Pilzkeime im Boden 
nach Kalkstickstoffbehandlung insgesamt sogar eher ansteigt (vgl. 
Abschn. II). Es sieht demnach so aus, als ob, wenigstens bei niederen 
Kalkstickstoffgaben, das Gros der Saprophyten gefordert, die Mehrzahl 
der parasitischen Pilze dagegen zuriickgedrangt wird. Das haufige Auf- 
treten von Penicillium-Arten in Isolierungen aus kalkstickstoff behandel- 
ten Béden (siehe Abschn. IT) weist in dieselbe Richtung. 

Insgesamt ergeben sich hieraus sehr giinstige Aspekte fiir die Anwen- 
dung von Kalkstickstoff als Bodendesinfektionsmittel. Doch sind hierbei 
weiterhin folgende Punkte zu beachten: 1. Neben der bekannten reinen 
Cyanamid-Wirkung, wie in obigen Versuchen beschrieben, kommen im 
Boden auch noch eine Reihe anderer Faktoren, die aus dem gesamten 
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Kalkstickstoff-Komplex resultieren, zur Wirkung. 2. Neben der Einwir-! 
kung auf den betreffenden pathogenen Pilz selbst mu auch der EinfluB 
der Kalkstickstoffgabe auf die tibrige unter Umstanden fiir den Pilz be- 
deutsame Mikroflora beobachtet werden. — 3. Der Unterschied zwischen: 
saprophytischer und parasitischer Entwicklung der einzelnen Organis- 
men ist zu beriicksichtigen, da unter Umstiinden die Verhiltnisse in der 
parasitischen Phase wesentlich anders sein kénnen. 

Uber die praktische Bedeutung der in den geschilderten Laborversuchen 
gewonnenen Erkenntnisse der Reaktion pflanzenpathogener Boden- 
pilze gegen das Cyanamid kénnen daher erst Versuche im Boden und im 
Freiland endgiiltig entscheiden. 


Zusammenfassung. 


1. Bei Zugabe von Kalkstickstoff zum Boden tritt eine wesentliche An.- - 
derung der Bodenreaktion erst bei hGheren Gaben ein. Da jedoch schon 
erheblich niedrigere Mengen die Bodenmikroflora sowohl quantitativ als: 
auch qualitativ beeinflussen, kann der Hauptanteil an dieser Wirkung : 
nicht der durch den Kalkanteil verursachten Reaktionsverschiebung, , 
sondern muB dem bei den Umsetzungsvorgingen freiwerdenden Cyan- . 
amid zugeschrieben werden. 

2. Die Gesamtkeimzahlen im Boden sinken mit steigender Konzen- | 
tration des zugegebenen Kalkstickstoffs. Bei lingerer Versuchsdauer 
nimmt der Keimgehalt wieder zu. 

3. Die nach der Plattenmethode erfaiten Pilze ( Penicillien) werden 
bei der niedrigsten Gabe von Kalkstickstoff begiinstigt. Die Zahl der 
Bakterien nimmt mit steigender Kalkstickstoff-Konzentration zunachst 
ab. Im allgemeinen findet jedoch, auch bei h6heren Gaben, ein Anstieg nach 
etwa 3 Tagen statt. Die Actinomyceten nehmen bei héheren Kalkstick- 
stoff-Gaben innerhalb von 8 Tagen ab. 

4. Es werden Angaben tiber einige Formen gemacht, die bei Isolierun- 
gen aus den Kalkstickstoffreihen hauptsiachlich zu finden waren. 

5. In einer Nahrlésung mit Cyanamid als einziger N- Quelle wachsen 
vor allem Organismen der Flworescens-Gruppe sowie Actinomyceten. 

6. In einer gleichen Nahrlésung wurden auBerdem verschiedene Samm- 
lungsstiéimme gepriift, die gré&tenteils zur Verwertung des Cyanamid-N 
befahigt sind. Letzteres gilt besonders auch fiir einige Aspergillus- und 
Penicillium-Arten. Die Verarbeitung des Cyanamids durch Penicillium 
notatum wird dariiber hinaus quantitativ belegt. 

7. Bei Priifung der Empfindlichkeit einiger saprophytischer und vor 
allem parasitischer Bodenpilze gegen Cyanamid auf Agarnahrboden und 
in fliissiger Nahrlésung ergab sich folgende Reihe: am wenigsten beein- 
fluBt wurden Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillium spec., 
ferner Fusarium nivale und ein weiterer Fusarium-Stamm. Etwas emp- 
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dlicher sind Mucor spec. und Helminthosporium gramineum. Bei 0,14% 
yanamid wachsen Rhizoctonia solani und Phoma betae nicht mehr, wah- 
end schlieBlich Pythium de Baryanum, Ophiobolus graminis und Thielavia 
asicola schon bei 0,7°% zu keiner Entwicklung mehr in der Lage sind. 
s fallt auf, daB die typischen Saprophyten wie Aspergillus, Penicillium, 
ucor usw. mehr am Anfang dieser Reihe stehen, die eigentlichen Para- 
iten mehr am Ende. Diese Tatsache erdffnet giinstige Aussichten fiir die 
wendung des Kalkstickstoffs als Bodendesinfektionsmittel. 

8. Bei verschiedenen Pilzen werden unter der Einwirkung von Cyan- 
mid Deformationen der Hyphen bzw. Beeinflussungen des Zellplasmas 
eobachtet. 
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Beobachtungen iiber den Einflu8 des Lichtes 
auf Myeel- und Conidienbildung 
bei Alternaria brassicae var. dauci. 


Von 
HANS V. WITSCH und FRANZ WAGNER. 


(Hingegangen am 24. Marz 1955.) 


Aus einer Reihe von Beobachtungen wissen wir, daB Licht Mycel- 
achstum und Fruktifikation von Pilzen entscheidend beeinflussen kann. 
Ther unterschiedlichen Charakter des tagsiiber und im Laufe der Nacht 
ebildeten Mycels berichteten INGoLD, spaéter YARWOOD (nach Bty- 
ING, 1953), iiber Beeinflussung der Conidienbildung vor kurzem Sa- 
ROMSKY (1952); dort findet sich auch ein Uberblick iiber die ein- 
chligige friihere Literatur. In neuester Zeit untersuchte TATARENKO 
1954) den LichteinfluB auf Wachstum und Conidienbildung bei Asper- 
yillus- und Penicilliwm-Arten. Allgemeinere GesetzmaBigkeiten tiber die 
Lichtwirkung lassen sich bislang jedoch noch nicht erkennen, da einer- 
seits noch zu wenig Beobachtungen vorliegen, andererseits ebenso Falle 
nemmender wie auch fordernder Lichtwirkung bekannt wurden. 

Im Laufe von Untersuchungen tiber den Einflu8 der 2,4-Dichlor- 
phenoxyessigsiure (2,4-D) und der 2-Chlor-4-methylphenoxyessigsaure 
auf die Entwicklung pflanzenpathogener Pilze (WAGNER, 1955) wurde 
beobachtet, daB sowohl Mycelentwicklung wie auch Conidienbildung 
von Alternaria brassicae var. dauci durch Licht mafgeblich beeinfluBt 
werden. Uber einige daraufhin angestellte Versuche soll im folgenden 


berichtet werden. 


Material und Methode. 


Der Pilz wurde in Weihenstephan in einem Garten als Erreger einer Welkekrank- 
heit an Daucus carota beobachtet, von erkrankten Blattern isoliert und nach So- 
RAUER (1932) und BRaUN-RIEHM (1953) als Alternaria brassicae var. dauci bestimmt. 
Im folgenden wird der isolierte Stamm als Alternaria A 6 bezeichnet. 

Die Kulturen wurden in Schrag-Agarréhrchen mit dem von WAGNER (1955) 
beschriebenen Pectinnahrboden! durchgefihrt. Hinige Vergleichsversuche wurden 


1 Je 1000 ml Leitungswasser: 5,0 g Glucose; 2,5 g Pectin; 0,3 g Asparagin; 1,0 g 
Ca (NO,).°4H,0; 0,2 g KH,PO,; 0,1 g MgSO, - 7H,0; 20,0 g ausgefaulter Agar. 
Die Leistungsfahigkeit des Nahrbodens hangt sehr von dem verwendeten Pectin 
ab. Am geeignetsten war eine vor mehreren Jahren bezogene, wenig gereinigte, 


braungefarbte Charge. 
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im diffusen Tageslicht an einem Nordfenster aufgestellt, fiir die Hauptversucl 
dienten bei vollkommener Ausschaltung des Tageslichtes 2 Osram-Leuchtstof 
lampen HNW 202 als Lichtquelle, unter welche die Kulturen in geeignetem Ah 
stand gelegt wurden. 


Experimenteller Teil. 

Im natiirlichen Tageslicht gehaltene Kulturen unseres Stammes vo 
Alternaria besitzen ein ziemlich festes, grauweiBes Luftmycel und sehe: 
von der Unterseite dunkelbraun aus. Ringférmige hellere und dunkle 
Zonen sind erkennbar. Die Hyphen sind fein bis mittelstark mit nic 
auffallender Septierung. Das Luftmycel erscheint farblos, das Substrat 
mycel dunkel, braungriin. Die Conidienbildung erfolgt ziemlich gleiec 
maBig; stellenweise tritt dadurch eine gewisse Haufung ein, daB sich Luft’ 
hyphen gegenseitig umschlingen und aus diesem Knauel nach aller 
Richtungen Conidien abstehen. Am Abend wurde stets die Bildung vow 
Sterigmen beobachtet, welche dann am folgenden Morgen Conidier 
trugen. 

Zur genaueren Feststellung der Lichtwirkung wurde je eine Serie vor 
3 frisch beimpften Kulturréhrchen tiglich 2, 4, 8 und 12 Std unter der 
Osram-Leuchtréhren bei einer Beleuchtungsstirke von 3800—4000 Lux 
(gemessen mit Selen-Photozelle nach B. Lance) exponiert, eine weitere 
Serie bekam Dauerlicht, eine andere Dauerdunkel. Der Versuch lief 6 Tage: 
die Conidienbildung wurde tiglich durch Zahlung festgestellt. 


Die grof8en, stark gefirbten Conidien von Alternaria A 6 lassen sich mit schwacher 
VergroBerung sicher beobachten. Die Zahl der Conidien wurde iiber die ganze Lange 
des Mycels gezahlt, soweit sie durch die Glaswand des Réhrchens entsprechend dem 
freien Objektabstand des Objektivs an einer Lingsseite der Kultur erfaBt werden 
konnte. Hierdurch wurde bei jedem Réhrchen ein Mycelstreifen konstanter Breite 
entlang der ganzen auf der Oberfliche des Schriig-Agars gewachsenen Kultur 


zur Zaihlung herangezogen. 

Das Ergebnis dieses Versuches zeigt Tab. 1. In der Dauerlichtserie 
wurden tiberhaupt keine Conidien gebildet, wohl aber Sterigmen in groBer 
Zahl. Im Dauerdunkel bildeten sich nur in den ersten Tagen vereinzelt 
Conidien in der Nihe der Impfstelle (Impfeffekt, siche unten), die Licht- 
serien mit 2—12 Std tiglicher Beleuchtung zeigten durchwegs lebhafte 
Conidienproduktion, die bei der 2- und 4-Std-Serie vor allem anfangs 
wesentlich héher war als bei tiaglich 8- und 12stiindiger Beleuchtung. 

Von Interesse ist auch die Ausbildungsweise des Mycels. Das fiir die 
Tageslichtkulturen charakteristische Luftmycel war nur in den Dauer- 
dunkelkulturen in schwacher Auspriigung als etwa 1 mm hohe Schicht 
zu beobachten. Die Dunkelkulturen erschienen daher in der Aufsicht 
mattgrau. Alle iibrigen Serien hatten nur dunkles Substratmycel mit 
leicht glinzender Oberfliche. Alle Réhrchen mit taglichem Licht- 


Dunkelwechsel zeigten vierfache Ringbildung, die 4- und 8-Std-Kulturen 
am ausgepragtesten. 
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Mikroskopisch zeigten die Dauerlichtkulturen ein Mycel, das vor allem 
s kurz und deutlich septierten, derbwandigen Hyphen bestand, welche 
e groBe Anzahl von Sterigmen aufwiesen. Die Dauerdunkelkulturen 


Tabelle 1. Hinflup der taglichen Belichtungsdauer auf die Conidienbildung von 
Alternaria A 6. 
(3 Zahlungen, Kinzelwerte und Durchschnitt.) 
Gezihlte Conidien nach: 


2 Tagen 3 Tagen 4 Tagen 5 Tagen 6 Tagen 


M M M M 


Dauer- 0 0 0 0 0, 
‘icht 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 
0 i) 0 0 0 


1 Kursivzahlen: ,,Blindwert‘‘ durch Impfeffekt (s. Text). 


hatten neben den eben charakterisierten derben Hyphen tiberwiegend 
zartwandige. Auch bei den iibrigen Serien wurden beide Hyphentypen 
beobachtet, doch iiberwogen die derberen. Nach AbschluB der Versuche 
wurden die Réhrchen wieder ans Tageslicht gebracht. Der Neuzuwachs 
zeigte wieder gut ausgebildetes, normales, grau-weiBes Luftmycel. 

Bei den Réhrchen der Dauerlichtserie geniigte nach Abschlufs des 
Versuches ein Aufenthalt im Dunkeln von einigen Stunden, um bei etwa 
50—60% der vorhandenen Sterigmen Conidienbildung auszuldsen. 

Die bei taglichem Licht-Dunkelwechsel auftretende Ringbildung be- 
ruht nicht nur auf einer zonalen Anhaufung der dunklen Conidien, 
sondern auch auf einer unterschiedlichen Farbung des Licht- und 
Dunkelmycels selber. 

Der EinfluB des Lichtes auf die Conidienbildung und auf die Ring- 
bildung des Mycels kommt besonders deutlich in folgendem Versuch zum 
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Ausdruck. Bei insgesamt 6tagiger Versuchsdauer kamen die einzelner 
Serien erst 1, 2 und 4 Tage nach der Impfung unter taglich 12stiindigg 
Beleuchtung (3800—4000 Lux), vorher standen sie im Dunkel. Da 
Ergebnis zeigt Tab. 2. Abgesehen von dem ,,Blindwert‘* der unter de 

EinfluB des Impfeffekts unmittelbar an der Impfstelle auch im Dunkelr 
gebildeten Conidien setzte die Fruktifikation stets 24 Std nach der erster 


Tabelle 2. Conidienbildung von Alternaria A 6 nach Dunkelvorkultur von J—4 Tager 
und darauffolgender téglicher 12 stiindiger Beleuchtung. 
(3 Zahlungen, Einzelwerte und Durchschnitt.) Senkrechte Striche: Ende dep 
Dunkelkultur. 


i 


Gezihlte Conidien nach: 
ane 2 Tagen | 3 Tagen 4 Tagen | 5 Tagen 6 Tagen 7) 
” M MI M si M M 

et 

4 Tage 15 be BF aes #4 140 | 308 
| 31 21,71) 47 33,7 47 ~=33,7]| 198 178.0 | 362 316,7 

19 23 acs 196 | 280 

3 Tage 3 4 180 392 | -=516 
14 33,3 28 56,74| 224 233,38 | 376 384,0 | 490 510,0 

83 138 296 : 384 524 

2Tage | O 298 484 | 588 | 648 
ee 2 0,31) 269 284,38 496 468,0 578 566,7 | 642 636,7 

0 286 424 | 534 620 

1 Tag 118 304 | 332 544 610 
54 = 73,8 | 136 194,38 | 256 253.3 536 458,7 | 608 527,3 

48 143 eile | 296 364 


1 Kursivzahlen: siehe Anmerkung Tab. 1. 


Belichtung ein, um dann normal weiter zu laufen. Entsprechend der 
verschiedenen Anzahl von Licht-Dunkelrhythmen verlief auch die Ring- 
bildung im Mycel. Die Serie mit nur einem Tag Verdunkelung zeigte drei- 
fache, die folgenden zwei- und einfache bzw. gar keine Zonierung des 
Mycels. 

Um die minimale zur Conidienbildung eben noch ausreichende Licht- 
menge festzustellen, wurde in einem weiteren Versuch bei sonst gleicher 
Versuchsbedingungen wie im ersten die tiigliche Beleuchtungsdauer aut 
60, 40, 20, 10 und 5 min herabgesetzt. Die durchschnittliche Conidienzah 
war in den Serien von 60—10 min taglicher Belichtung annahernd gleich 
etwa 410—450, in der 5 min-Serie betrug sie nur noch 241. 

Eine weitere Verringerung der Lichtwirkung wurde durch eine Ver 
minderung der Beleuchtungsstirke auf 500 Lux (durch gréBeren Abstan¢ 
von den Lampen) erzielt. Die einzelnen Serien wurden 120—5 min tiiglicl 
belichtet. Die erreichte Conidienzahl war hierbei allgemein recht niedrig 
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ie betrug nach 6 Tagen bei 120—20 min rund 100—135, fiir 10—5 min 
0—50. Wurde nur der Neuzuwachs vom 4.—6. Tag gewertet, um den 
elativ hohen Blindwert in der Umgebung der Impfstelle auszuschalten, 
o betrugen die Werte fiir 120—20 min 25—50 Conidien, fiir 10 min ne 
ur 5 min nur 6. Damit diirfte die untere Grenze annihernd erreicht sein, 
afiir spricht auch, da hier die Einzelzahlungen der Parallelkulturen 
iemlich schwankten und auch die Wertfolge der verschiedenen Serien 
nstetig wurde. 

Hervorgehoben sei noch, daf eine Vergleichsserie mit tiglich 120 min 
Glihlampenlicht (500 Lux) iiberhaupt keine Conidienbildung zeigte. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Aus den beschriebenen Versuchen ist zu ersehen, da die Conidien- 
bildung bei Alternaria A 6 vorerst in zwei Abschnitte mit verschiedenen 
physiologischen Voraussetzungen aufgegliedert werden kann. Geeignete 
Nahrbéden vorausgesetzt, werden am Mycel als erste Phase Sterigmen 
gebildet. Hierzu ist Licht notwendig, doch geniigen relativ niedrige 
Lichtmengen; die untere Grenze diirfte etwa fiir das Licht der Osram- 
Leuchtstofflampen HNW 202 bei 500 Lux und 5 min tiglicher Be- 
lichtungszeit liegen. Im Dauerlicht wird der Entwicklungsproze8 an 
dieser Stelle gestoppt. Damit an den Sterigmen Conidien auftreten, muB 
eine Dunkelphase eingeschaltet werden, in welcher nicht allzu alte und 
tiberstandige Sterigmen zur Conidienbildung angeregt werden. 

DaB auch fiir Alternaria A 6 bei der Lichtwirkung auf die Conidien- 
bildung die Wellenlange eine maBgebliche Rolle spielt, wie bei Penicillium 
und manchen anderen Objekten (SagRomsky, 1952, TaTARENKO, 1954), 
zeigte schon der negative Ausfall der Versuchsreihe mit 120 min Glih- 
lampenlicht, bei der die Conidienbildung vollkommen ausblieb. Wie weit 
dies auf die Mitwirkung bestimmter, selektiv absorbierender Stoffe be- 
ruht, wie es zum Beispiel durch BUNNING u. Mitarb. fiir die phototrope 
Reaktion bzw. fiir lichtbedingte Wachstumsreaktionen festgestellt 
wurde (Binnrne, 1937, 1953, Binnine, Dorn, SCHNEIDERHOHN u. 
THORNING, 1953, REINERT, 1952, 1953), sollen weitere Untersuchungen 
zeigen. a 

Der Impfeffekt bei Dunkelkulturen, das heiBt, daf nach der Uber- 
tragung von conidienhaltigem Mycel auf neuen Nahrbdden in der Um- 
gebung der Impfstelle auch im Dauerdunkel eine beschrankte Anzahl von 
Conidien entsteht (Blindwert in den Dunkelserien Tab. 1 und 2), legt die 
Vermutung einer stofflichen Grundlage fiir die Sterigmenentstehung 
nahe. Eingehendere diesbeziigliche Versuche sind eingeleitet, iiber sie 
wird spiter berichtet werden. 

Weiterhin iibt das Licht bei unserem Objekt einen je nach Beleuch- 
tungsstarke und spektraler Zusammensetzung verschiedenen EinfluB auf 
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die morphologisch-anatomische Auspragung des vegetativen Mycels aus 
Dies beweist das weiter oben beschriebene makroskopisch und mikro 
skopisch verschiedene Aussehen von Kulturen, die im Tages- bz 
kiinstlichen Licht, im Dauerlicht, Licht-Dunkelwechsel oder Dauer 
dunkel erwachsen sind. 


Zusammenfassung. 

Der EinfluB des Lichtes auf Mycelwachstum und Conidienbildung eines 
Stammes von Alternaria brassicae var. dauci wurde untersucht. 

Die morphologisch-anatomische Mycelstruktur ist bei Licht- une 
Dunkelmycel verschieden. Diffuses Tageslicht und Beleuchtung mit de 
Licht von Osram-Leuchtstofflampen HNW 202 wirken ebenfalls ver 
schieden. 

Die Conidienbildung konnte in zwei Entwicklungsabschnitte zerlegt; 
werden. Sterigmenbildung erfolgt nur unter LichteinfluB, fiir die Ent~ 
wicklung von Conidien an den Sterigmen ist Einschaltung einer Dunkel- 
phase notwendig. Auch die Induktion der Sterigmenbildung ist abhangig: 
von der Wellenlange des einwirkenden Lichtes. Gliihlampenlicht ini 
gleicher Starke wie das Licht der Leuchtstofflampen war wirkungslos. 

Der ,,Impfeffekt“ bei der Conidienbildung wird als Hinweis fiir eine: 
stoffliche Grundlage bei der Auslésung der Sterigmenbildung gedeutet. 


Die Versuche werden fortgesetzt. Sie wurden durch eine Sachbeihilfe der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft wesentlich geférdert, wofiir auch an dieser Stelle 
bestens gedankt sei. 
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Untersuchungen tiber die Einwirkung von 2,4-D- und 
MCPA-Praparaten auf Wachstum und Conidienbildung 
_ phytopathogener Pilze*. 


Von 
FRANZ WAGNER. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 24, Marz 1955.) 


Im Zuge der laufend zunehmenden feldmaSigen Anwendung von 
erbiciden Wuchsstoffen, vor allem im Getreidebau, gewinnen Beobach- 
ungen an Interesse, aus denen hervorgeht, da die Verwendung dieser 
irkstoffe unter Umstinden auch auf phytopathogene Pilze von EinfluB 
sein kann. 


So ergaben Versuche von v. WitscH u. KasPERLIK (1953) eine Infektions- 
hemmung durch 2,4-D bei Puccinia graminis und Puccinia simplex auf Weizen; 
tiber ahnliche Ergebnisse berichtete Iprant™m (1951) bei Puccinia coronata auf 
Hafer. Andererseits fanden Loncouamp, Roy u. GAUTHERET (1951) in Feldversuchen 
ein Ansteigen des Befalles mit Claviceps purpurea sowie Férderung von Puccinia 
graminis und Cladosporium herbarum nach Anwendung des Athylesters der 2,4-D 
bei Roggen. Das Na-Salz der 2,4-D war in diesen Versuchen auf die Entwicklung des 
Mutterkorns ohne HinfluB. Nach Hsta u. CoristENnsEN (1951) stieg die Anfalligkeit 
zweier Weizensorten gegen Helminthosporium sativum sowie die Aggressivitit dieses 
Pilzes unter dem EinfluB von 2,4-D. Die Kultur des Pilzes auf Kartoffel-Dextrose- 
Agar hatte hierbei ergeben, daB das Diathylamid und der Athylester in niederer 
Konzentration das Pilzwachstum stimulieren, wahrend das Kalium- und Am- 
moniumsalz stets hemmend wirkten. Eine konzentrationsabhangige Hemmung 
oder Férderung unter dem Hinflu8 verschiedener Wuchsstoffe, darunter auch 2,4-D, 
beobachtete RicHarps (1949) an Mycelkulturen mehrerer Pilze verschiedenster 
systematischer Stellung und bei der Conidienkeimung von Aspergillus candidus. 


An Agar-Kulturen gewonnene Ergebnisse kénnen selbstverstandlich 
nicht ohne weiteres auf die lebende Wirtspflanze tibertragen werden. 
Neben der direkten Beeinflussung des Parasiten durch den Wirkstoff ist 
dort auch die Reaktion der Wirtspflanze selbst von mafigeblichem Ein- 
flu8. So beobachteten Davis u. Drwonp (1953) nach Anwendung von 
2.4-D, 2,3,5-Trijodbenzoesaure, Indol-3-essigsiiure und einigen anderen 
Wuchsstoffen bei Tomaten einen Riickgang der Welkekrankheit' um 
0—67°%, obwohl diese Stoffe in vitro nur geringe fungicide Wirksamkeit 


* Auszug aus einer Doktorarbeit der landwirtschaftlichen Fakultaét der Tech- 
nischen Hochschule Miinchen: Untersuchungen tiber die Einwirkung von MCPA- 
und 2,4-D-Handelspraparaten auf phytopathogene Pilze. 
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aufwiesen. Andererseits kann aber nur im Kulturversuch auf geeignete 
kiinstlichem Substrat die primaire Reaktion der Parasiten auf den Wirk+ 
stoff erkannt werden. 

Die folgenden Versuche hatten zum Ziele, an einer Reihe phyto) 
pathogener Pilze die direkte Beeinflussung des vegetativen Wachstums 
durch Zusatz von 2,4-D und verwandten Substanzen zum Kulturmediu 
zu untersuchen. Bei einigen besonders geeigneten Formen wurde dariiber 
hinaus auch die Wirkung auf die Conidienbildung analysiert. 


Material und Methode. 


Die Versuche wurden mit folgenden Pilzen durchgefiihrt, die meist 
selbst von befallenen Pflanzen isoliert wurden, zum Teil auch vom 
bakteriologischen Institut der Siiddeutschen Forschungsanstalt fim 
Milchwirtschaft sowie dem Institut fiir giartnerische Botanik der Héherenr 
Lehr- und Forschungsanstalt fiir Gartenbau in Weihenstephan? tiberlassent 
worden waren. Die Bestimmung der Pilze erfolgte nach SoRAUER (1932) 
und Braun-RiEeuM (1953): 


Alternaria spec. A 3. Ein nicht naher bestimmter Alternaria-Stamm, der von 
Cercospora-Blattflecken auf Zuckerriiben isoliert wurde. 

Botrytis cinerea B 1/2 vom Bakteriologischen Institut der Stiddeutschen For- 
schungsanstalt fiir Milchwirtschaft; der Stamm bildet keine Sklerotien. 

Botrytis spec. B 2 vom Institut fiir girtnerische Botanik der Lehr- und For-: 
schungsanstalt fiir Gartenbau; er wurde von Kopfsalat isoliert. 

Helminthosporium teres H 1, Kigene Isolierung von befallener Gerste. 

Helminthosporium sativum H 2. Kigene Isolierung von befallenem Getreide. 

Sclerotinia spec. S17 vom Institut fiir girtnerische Botanik der Lehr- und 
Forschungsanstalt fiir Gartenbau; er wurde von Gurken isoliert. 

Rhizoctonia solani R 1. Kigene Isolierung von befallenen Kartoffeln. 

Alternaria brassicae var. dauci A 6. Eigene Isolierung von erkrankten Blattern 
der Méhre aus einem Garten von Weihenstephan. 

Fusarium spec. F 6. Kigene Isolierung von einer welkekranken Gurke; der Pilz 
erzeugt Makro- und Mikroconidien sowie Chlamydosporen. 

Als Wuchsstoffpraparate wurden im Hinblick auf die praktische Anwendung 
dieser Stoffe absichtlich keine analysenreinen Substanzen, sondern bewahrte 
Handelspriparate verwendet. Die Verunreinigungen dieser Praparate (vor allem 
der Phenolgehalt) sind im Laufe der Entwicklung so sehr herabgedriickt worden, 
daf sie vor allem bei der hohen Verdiinnung der Versuchslésungen nicht ins Ge- 
wicht fallen diirften. AuBerdem interessierte ja gerade die Wirkung der in der 
Praxis angewandten Hormonpraparate. 

Fir Versuche mit 2,4-Dichlorphenoxyessigsiure (2,4-D) wurde das leicht lésliche 
Aminsalz, das Priiparat ,,Hedonal fliissig’‘ Bayer, Leverkusen, verwendet, fiir die 
Parallelversuche mit 2-Methyl-4-chlorphenoxyessigsiure (MCPA) ,,Hedonal M 
fliissig“* derselben Herkunft. Beide Wuchsstoffpraparate wurden dem Nahrmedium 
in 5 Konzentrationen zugesetzt, welche einen Gehalt des Nahrbodens von 0,16, 1,6, 
16,6, 166,6, 1666,6 mg freier Saiure im Liter ergaben. Als Nahrmedium fiir die 
Anzucht der Stammkulturen diente im allgemeinen 5%ige ungehopfte Vorder- 
Bierwiirze unter Zusatz von 2% ausgefaultem Agar. Auf diesem Nahrboden wurden 


* Beiden Anstalten sei fiir dieses Entgegenkommen herzlich gedankt. 
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ultiviert: Botrytis cinerea B 1/2, Botrytis spec. B 2, Helminthosporium teres H 1, 
clerotinia spec. SI und Rhizoctonia solani R1. Fir Alternaria spec. A 3 war 
omatendekokt giinstiger, der aus kurz vor der Reife stehenden zerkleinerten 
omaten durch Verkochen mit gleichen Gewichtsteilen Leitungswasser hergestellt 
rde. Der dekantierte und filtrierte Saft wurde mit 29% Agar verfestigt. Die Co- 
idienbildung war auf diesem Medium im Gegensatz zu Bierwiirze reichlich. 

Auch Helminthosporium sativum H 2, Alternaria brassicae A 6 und Fusarium 
pec. /' 6 zeigten auf Bierwtirze nur mangelhafte Fruktifikation, bildeten jedoch 
eichlichst Conidien auf folgendem Nahrboden: Leitungswasser 1000 ml, Glucose 
g, Pectin 2,5 g, Asparagin 0,3 g, Ca(NO;),-4H,0 1 g, KH,PO, 0,2 g, MgSO,:7H,O 
,lg, Agar 20g. Die Leistungsfahigkeit dieses Nahrbodens hangt sehr von dem 
verwendeten Pectin ab. Am besten war ein wenig gereinigtes, braunes, vor einigen 
Jahren geliefertes Praparat. Alle verwendeten Nahrbéden wurden vor dem Sterili- 
sieren auf pq 6,5—6,6 eingestellt. 

Die Versuchsserien zur Bestimmung des Mycelwachstums wurden stets in 5% iger 
Bierwiirze ohne Agar in 100 ml-Erlenmeyer-Kolben, beschickt mit je 10 ml Nahr- 
lésung, angesetzt. Je Konzentrationsstufe kamen stets 5 Kolben in den Versuch. 
Beimpft wurde mit Mycelstiickchen oder Conidien, bei Sclerotinia mit je einem 
Sclerotium. Die Versuchsdauer betrug im allgemeinen 8 Tage bei 25° C, nur bei 
Sclerotinia 12 Tage, bei Alternaria brassicae 10 Tage. In dieser Zeit hatte sich in 
den Kontrollen eine feste und zusammenhiangende Myceldecke gebildet. 

Zur Ernte wurde das gebildete Mycel auf einem Sieb mehrmals mit Wasser ge- 
spilt, zwischen Filtrierpapier leicht ausgepreBt und in Wiegeglaschen bei 105° C 
4 Std getrocknet. Die 5 Mycelien jeder Reihe wurden einzeln gewogen und daraus 
die Mittelwerte bestimmt. 

Die Versuche wurden je Pilz und Wirkstoff in 3—6facher Wiederholung durch- 
gefiihrt. 

Die Untersuchungen tiber Conidienbildung wurden in Schrag-Agar-Réhrchen 
angesetzt. Einzelheiten tiber die Versuchsanstellung werden, soweit ndtig, bei den 
Versuchen angegeben. 


Experimenteller Teil. 
A) Mycelwachstum unter dem Hinflup von MC PA und 2,4-D. 


Die Ergebnisse dieser Versuche seien zusammenfassend an Hand der 
Mittelwertskurven (Abb. 1 und 2) besprochen. Nur ein Beispiel, Hel- 
minthosporium sativum (MCPA-Versuche), soll zur naheren Erlauterung 
der Versuchsanstellung auch in Einzelheiten wiedergegeben werden. Hel- 
minthosporium sativum ist deshalb von besonderem Interesse, weil hier 
durch den MCPA-Zusatz eine Stimulierung des Mycelwachstums bewirkt 
wurde. Es wurden 4 Versuche angesetzt, wobei der erste aus nicht naher 
bekannten Griinden bei an sich gleichsinnigem Ergebnis wesentlich 
niedrigere Mycelernten ergab als die folgenden 3 Versuche. Er wurde 
deshalb bei der Berechnung der Gesamtmittelwerte nicht einbezogen. Die 
Einzelergebnisse sind in Tab. 1 (8S. 318) wiedergegeben. Die Gesamt- 
mittelwertskurve ist in Tab. 1 enthalten. 

Abgesehen von der stets hemmenden starksten Konzentration 
1666,6 mg freier Saéure im Liter, liegen die Mycelernten der Wirkstoff- 
serien stets iiber den Kontrollwerten. Die stirkste Forderung von LUGS, 


liegt sogar bei der zweithéchsten Konzentration (166,6 mg/l). 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 22. 22 


F. WAGNER: 


316 


€ 


s Verhalten der iibrigen untersuchten Pilz 
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aus gleichartige Ergebnisse brachten, waren die Resultate bei Alternaria 
A 3 unterschiedlich. 2 Ansitze zeigten Wachstumsférderung vor allem: 
durch die zweithéchste Konzentration, 3 weitere lieBen keine Beein- 
flussung durch die mittleren Konzentrationen erkennen, bei einem wurde; 
eine leichte Hemmung beobachtet. 


Tabelle 1. 
Einflug von MCPA auf das Mycelwachstum von Helminthosporium sativum H 2.' 


Mittleres Mycelgewicht (mg je Kolben) 


4 ittel 
mg/Liter Versuch Gesamtmitt 


bao 


a b c d 


Kontrolle | 56,6 + 1,8 83,8 + 4,0 88,6 + 1,9 | 85,6 + 1,3 86,0 + 0,8 
0,16 51,4-+ 3,9 | 100,4-+- 2,8 95,2 + 0,8 | 94,0 + 2,3 96,5 + 1,1 
| | 
| 
| | 


1,6 47,0+4,4 | 95,4143 | 93,2408 | 89,8422 | 92,8409 
16,6 60,2+3,5 | 95,04+3,5 | 930424 | 91,2423 | 938,14 0,6 
166,6 65,0 + 3,4 |102,8+1,0 | 100,8+1,9 | 98,2+1,2 | 100,6+ 0,7 
1666,6 26,4+0,4 | 48,4+1,0 | 50,2+0,9 | 488+0,5 | 49,14+0,3 


Eine klare Hemmung durch samtliche Wuchsstoffkonzentrationen 
zeigten Sclerotinia und Botrytis B 2, nicht so eindeutig Botrytis 1/2. Der 
Abfall der Kurve bei 0,16 und Wiederanstieg bei 16,6 mg/l wurde bei allen 
4 mit dem zuletztgenannten Pilz durchgefiihrten Versuchen in gleicher 
Weise beobachtet. 

In Abb. 2 sind die entsprechenden Versuche mit 2,4-D wiedergegeben. 
Eine merkliche Wachstumsférderung wurde hier nur bei Rhizoctonia 
solani beobachtet, im Gegensatz zu den MCPA-Versuchen jedoch bei der 
niedersten Konzentration. Der leichte Wiederanstieg der Werte bei 
166,6 mg/l trat in 3 Parallelversuchen in gleicher Weise auf. Helmintho- 
sporium sativum erfuhr durch den 2,4-D-Zusatz keine Wachstums- 
steigerung, die tibrigen Arten reagierten in beiden Versuchsgruppen gleich. 

DaB auch kurzfristige Einwirkung von herbiciden Wuchsstoffen die 
Entwicklung der Pilze nachhaltig beeinflussen kann, zeigt ein Versuch 
mit Helminthosporium sativum, bei welchem Conidien 4/,—8 Std in 0,1% 
MCPA-Lésung gebeizt und dann in Bierwiirze iibertragen wurden 
(Tab. 2). Beizung bis zu 1 Std ergab Wachstumssteigerung, 4—8 stiindige 
Behandlung der Conidien eine Wachstumshemmung bei der nach- 
folgenden Kultur in Erlenmeyer-Kélbchen. Der Genauigkeit wegen sei 
noch angefithrt, da bei diesen Versuchen durch die 2 Impftropfen je 
Kolben Wirkstoffspuren in die Bierwiirze iibertragen wurden. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB die 8 untersuchten 
phytopathogenen Pilze eine bemerkenswert hohe Resistenz gegen 2,4-D 
und MCPA aufweisen. Wihrend zum Beispiel Senfwurzeln schon in 
Wirkstoffkonzentrationen von 10-"—10- %, total gehemmt werden, und 
absterben (Senftest nach Firee u. Prarr, KASPERLIK, 1955) zeigten die 
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Viycelien dieser Pilze in Konzentrationen von 1,6 - 10-?—1,6- 10-3 % zum 
Teil noch erhebliche Wachstumssteigerung, und selbst die héchste ver- 
wendete Konzentration von 0,16% konnte in den meisten Fallen das 
Wachstum nicht ganz unterdriicken. 


B) Der HinfluB von MCPA auf die Conidienbildung. 


Diese Versuche wurden in Schrig-Agar-Rohrchen mit dem eingangs er- 
wahnten Pectinnahrboden durchgefiihrt, da auf diesem Substrat, wie 
srwihnt, viel bessere Conidienbildung eintrat als auf Bierwiirze. Die 
Wirkstoffkonzentrationen waren die gleichen wie bei den vorhergehenden 
Versuchen. Die Kulturen standen im Laboratorium in der Nahe eines 
Nordfensters. 

Orientierende Versuche wurden mit Helminthosporium sativum H 2 
durchgefiihrt. Die laufende Beobachtung der Réhrchen wihrend der 
8tiigigen Kultur zeigte friiheres Einsetzen der Conidienbildung bei den 
schwachen und mittleren MCPA-Konzentrationen und eine deutliche 
Erhéhung der Conidienzahl in den 1,6 mg/l-Serien. 


Tabelle 3. 
BinfluB eines MCPA-Zusatzes auf die 
Conidiengriége von Helminthosporium 
sativum H 2. 


Tabelle 2. 
M ycelwachstum von Helminthosporium 
sativum H 2 in 5% Bierwiirze nach 
Vorbehandlung der Conidien mit 0,1 % 
MC PA-Lésung. 


Beizdauer Mycelgewicht nach mg/Liter ConidiengréBe 
in Stunden Stigiger Kultur in mg in u 
Kontrolle 93,4 + 0,8 Kontrolle 64,6 + 1,1 
A 95,4 + 0,6 0,16 14, ele 
1 99,0 + 0,7 1,6 83,0 + 1,8 
2 93,4 + 0,7 16,6 W164 
4 87,2 + 1,1 166,6 77,4 + 2,0 
8 82,1 + 0,7 1666,6 65,0 + 0,9 


Auferdem fiel auf, daB auch die Conidienform und -gréBe verandert 
wurde. Der Stamm bildete in der Kultur ellipsoidisch-spindelige Conidien, 
daneben noch kleine, eiférmige keulige. An den groBen ellipsoidischen 
wurden Langenmessungen durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Tab. 3 
wiedergegeben sind. Die VergréBerung der Conidien in den schwachen 
und mittleren MCPA-Konzentrationen, vor allem 1,6 mg /l, ist auffallend 
und statistisch gesichert. Das Zahlenverhiltnis zwischen den eiformig- 
keuligen und den ellipsoidisch-spindeligen Conidien war in den MCPA- 
Serien zugunsten letzterer verschoben. 

Eingehendere Versuche, die auch eine zahlenmaBige Erfassung der 
gebildeten Conidien gestatteten, konnten mit Alternaria brassicae var. 
dauci A 6 durchgefiihrt werden. Bei diesem Pilz war es moglich, mit 
schwacher VergréBerung zu arbeiten und iiber die ganze Lange des 


J 


Mycels die Zahl der je erfaBbarer Mycelfliche gebildeten Conidien fest 
zustellen!. Die GréBe und dunkle Farbung der Conidien erleichterte diese 
Zahlungen sehr. 
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Tabelle 4. Steigerung der Conidienbildung bei Alternaria brassicae var. dauci At 
unter MC PA-EHinflup. 


Gezihlte Conidien nach: Im 
mg/Liter Neuzuwachs 
3 Tagen | 4Tagen | 5 Tagen 6 Tagen 7 Tagen 8Tagen | vom 8.—13.Taz 
Kontrolle 8 9 19 27 3D 68 4 
0,16 7 36 106 125 247 477 63 
1,6 18 67 180 229 322 699 218 
16,6 52 113 306 430 528 967 262 
166,6 14 24 43 102 184 457 181 
1666,6 4 5 17 25 29 136 25 


Tab. 4 zeigt das Ergebnis eines solchen Versuches. Schon zu Beginn det 
Conidienproduktion, 3 Tage nach der Impfung, trat die forderndd 
Wirkung der mittleren Wuchsstoffkonzentration, vor allem 16,6 mg/l 
deutlich hervor und blieb durch die ganze Beobachtungszeit erhalten: 
Nach 8 Tagen betrug die Conidienzahl in der 16,6 mg-Serie rund das 
14fache, in der 1,6 mg-Serie das 10fache des Kontrollwertes, selbst ir 
der stirksten, das vegetative Wachstur 


a005 stark hemmenden Konzentration, noch 
250+ das doppelte. 
200 + Nach 8 Tagen wurde der Rand des Mycels 
ae jedes Réhrchens in Richtung Réhrchen- 
boden durch einen Tuschestrich markiert 


und die im Neuzuwachs gebildeten Conidien 
neuerlich gezihlt. Dieser Versuch wurde 
durchgefiihrt, um einen etwaigen EinfluB 
1 al A 
0 O16 16 166 166,6 1666,6 des Impfschocks auszuschalten. Es war 
mg/L dfters beobachtet worden, da bei Impfung 
Abb. 3. Conidienbildung bei Alternaria mit Mycel oder myceldurchwachsenen 
brassicae var. dauct A 6 unter dem os : : ¢ 4s 
Winflug verschieden starker MCPA-  Agarstiickchen eine gesteigerte Conidien- 
Zusiitze zum Nihrboden. bildung an der Impfstelle und deren naheren 
Mittelwerte aus 8 Versuchen, . : 
Umgebung eintrat. Die Zihlung ergab auch 
im Neuzuwachs fern von der Impfstelle die gleiche, prozentual sogar noch 
héhere Forderung durch den Wirkstoffzusatz (Tab. 4, letzte Spalte). 
Bei einigen Versuchen, die im Spitherbst bei sehr triibem und licht- 
armem Wetter durchgefiihrt wurden, fiel die allgemein stark herab- 


' Die Auswertung der Kulturen erfolgte in der Weise, daB bei jedem Rohrcher 
tiber die ganze Lange der bewachsenen Agarflache alle Conidien gezahlt wurden. 
die entsprechend dem freien Objektabstand des Objektivs an einer Langsseite des 
Agars durch die Glaswand einstellbar waren. 
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esetzte und verspitet einsetzende Conidienproduktion auf. Trotzdem 
ar auch bei ihnen mit einer einzigen Ausnahme die starke Férderung der 
ICPA-Zusitze zu beobachten, so daB sich im Durchschnitt von 8 Ver- 
uchen die in Abb. 3 dargestellte Wuchsstoffwirkung mit einer maxi- 
alen Erhédhung der Conidienzahl auf das 4fache des Kontrollwertes 
rgab. DaB unter giinstigen Bedingungen eine wesentlich hdhere 
orderung moglich ist, zeigt der zuerst geschilderte Versuch. Rechnet 
an nicht nur die Endergebnisse sondern auch Zwischenwerte, so kann 
urch das friithere Kinsetzen der Conidienbildung in den MCPA-Serien 
ine noch wesentlich stirkere Férderung festgestellt werden, 


Besprechung der Ergebnisse. 


Aus allen geschilderten Versuchen geht hervor, daB die untersuchten 
ilze eine erstaunlich hohe Resistenz gegen herbicide Wuchsstoffe be- 
itzen. Wie schon oben erwihnt, vermédgen die Mycelien noch in Nahr- 
Osungen zu wachsen, welche ein Vielfaches jener Wirkstoffkonzen- 
ration enthalten, die die Wurzeln hoherer Pflanzen bereits in kurzer 
eit zum Absterben bringen. Eine ahnlich hohe Resistenz beobachtete 
uch RicHarps (1949) bei ihren Objekten. Ein grundsatzlicher Unter- 
chied von 2,4-D und MCPA-Praparaten wurde nicht festgestellt, wenn 
uch die Reaktionen bei letzteren manchmal etwas scharfer waren. 
ie Versuche tiber Fruktifikationsbeeinflussung wurden deshalb nur mit 
em MCPA-Praparat durchgefiihrt. 

Da die in der feldmaBigen Praxis angewandten Konzentrationen 
zwischen der héchsten und zweithdchsten der in diesen Versuchen ver- 
wendeten Konzentrationsstufen liegen, haben die Ergebnisse, obwohl an 
Nahrlésungs- und Agarkulturen gewonnen, auch fiir die mit 2,4-D und 
MCPA-Mitteln behandelte Wirtspflanze Bedeutung. Wenn auch vor allem 
die weitgehend resistenten Gramineen bei sachgemafBer Feldbehandlung 
durch ihre Blattfliche kaum nennenswerte Mengen an Wirkstoff auf- 
nehmen, werden doch die eingangs angefiihrten Beobachtungen eines 
fallweise verstirkten Auftretens pilzlicher Pflanzenschidlinge nach 
Spritzungen mit herbiciden Wuchsstoffen auf der Basis einer direkten 
oder indirekten Férderung des Parasiten verstandlich. 

Eine direkte Férderung des vegetativen Mycelwachstums diirfte nach 
Jen vorliegenden Ergebnissen relativ selten sein und praktisch kaum ins 
Gewicht fallen. Doch kann unter dem Einflu8 dieser Wuchsstoffe auch 
Jer Stoffwechsel der Wirtspflanzen erhebliche Veranderungen erfahren 
(KASPERLIK, 1955, dort auch weitere Literatur), so daB sich unter Um- 
standen indirekte Wirkungen auf den Pilz ergeben kénnen, die das Mafs 
lirekter Beeinflussung erheblich tibersteigen. 

Im Gegensatz zum vegetativen Wachstum ist der in den Versuchen 
festgestellte Einflu8 des MCPA-Praparates auf die Conidienproduktion 
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erstaunlich hoch. Bei Helminthosporium sativum wurde eine etwa 30% ige 
VergroBerung der Conidien gemessen, eine Vermehrung ihrer Zahl bei 
mittleren MCPA-Konzentrationen konnte bei diesem Objekt nur dure 
subjektiven Vergleich und Schitzung aus dem mikroskopischem Bi 
erschlossen werden. Wie sehr jedoch in manchen Fiillen die Conidien4 
produktion unter der Einwirkung von herbiciden Wuchsstoffen ansteig 
kann, zeigten die Versuche mit Alternaria A 6, wo durch eingehende 
Zahlungen in einzelnen, unter optimalen Bedingungen durchgefiithrt 
Versuchen eine Steigerung der Conidienzahl auf das 14fache des Kontrollt 
wertes festgestellt und selbst unter Einbeziehung mehrerer unter unt 
giinstigen AuBenbedingungen durchgefihrter Versuche noch eine durch. 
schnittliche Steigerung auf den 4fachen Kontrollwert gefunden wurde: 
DaB diese unerwartet groBe Steigerung der Fruktifikationsintensitat 
unter Umstinden eine verstiarkte Ausbreitung der betreffenden Pflanzen 
krankheiten nach sich ziehen kann, ist klar. Dies gilt um so mehr, als im 
keinem Falle eine Verminderung der Keimfihigkeit der unter MCPA. 
Einflu8 gebildeten Conidien festgestellt werden konnte, wohl aber eine 
stimulierende Wirkung einer kurzfristigen Vorbehandlung der Conidiem 
von Helminthosporium sativum mit 0,1°% MCPA-Lésung. 


Zusammenfassung. 


Der EinfluB von 2,4-D und MCPA auf Mycelwachstum und Conidien- 
bildung bei einer Reihe von phytopathogenen Pilzen in Nahrlésungs- bzw. 
Agarkultur wurde untersucht. 

Alle Pilze zeichnen sich durch sehr hohe Resistenz gegen diese Wirk- 
stoffe aus. Konzentrationen von 1,6 g/l hemmten das Mycelwachstum 
stets, konnten es aber nur bei wenigen Pilzen ganz unterdriicken. In 
niedrigeren Konzentrationen wurde bei einigen Arten das vegetative 
Wachstum geringfiigig gefordert. 

Auch Einquellen von Conidien in MCPA-Lésung hat je nach Dauer 
hemmende oder schwach fordernde Wirkung. ; 


Die Conidienproduktion wird durch MCPA-Praparate geeigneter 
Konzentration sehr stark gefordert. Bei Alternaria brassicae var. daue 
wurde unter optimalen Versuchsbedingungen im Endergebnis der 14 fache 
Wert der Kontrollkulturen erhalten. Bei Helminthosporium sativum 
wurde neben erhéhter Conidienzahl auch eine 30°%,ige Erhohung det 
durchschnittlichen ConidiengroBe festgestellt. 


Die Bedeutung dieser Beobachtungen fiir die Verbreitung pilzliche 
Pflanzenschadlinge wird diskutiert. 


Fir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir ihre stete Férderung habe iel 
Herrn Prof. Dr. Hans v. Wrrscu besonders zu danken. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Wien.) 


Torulopsidosira n. gen., ein neuer hefeartiger Pilz, 
und andere knospende Mikroorganismen. 


Von 
LOTHAR GEITLER. 


Mit 5 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 12. Marz 1955.) 


In letzter Zeit wurden einzellige pilzliche Organismen beschrieben, die 
sich ausschlieBlich durch Knospung vermehren, sich aber von Saccharo- 
myceten, auch ihren asporogenen Vertretern, durch die geringere Grobe 
wie durch bestimmte morphologische Merkmale unterscheiden und die 
wahrscheinlich keinen Zellkern besitzen; sie treten als obligate, offenbar 
symbiontische Bewohner der Gallerten bestimmter auto- und hetero- 
tropher Flagellaten und einer Amébe auf (GEITLER 1948, TSCHERMAK- 
Wosss). Diese problematischen Organismen konnten bisher nicht mit 
Erfolg in Kultur genommen werden, und auch ihre eingehende kern- 
cytologische Untersuchung steht noch aus. Ob eine solche Untersuchung 
klare Ergebnisse brichte, erscheint allerdings im Hinblick auf die 
geringen Dimensionen fraglich; die kugeligen Zellen werden, je nach der 
Art, nur bis 2 4 oder bis 1,6 « oder auch nur bis 0,8 « groB. 

Die gleiche Schwierigkeit besteht bei dem Organismus, der hier be- 
handelt wird. Er laBt sich aber morphologisch und entwicklungs- 
geschichtlich, trotz unvollkommenem Kaulturerfolg, eindeutig charak- 
terisieren und daher gut beschreiben. Er erweist sich als neue Gattung, 
die wegen ihres Aussehens und ihrer vermutlichen systematischen Stel- 
lung T’orulopsidosira benannt sei. { 


Ks handelt sich um vollig farblose, niedrig-tonnenférmige Zellen, die 
bis 2 uw, ausnahmsweise bis 2,4 « breit werden und zu geraden, einreihigen, 
unverzweigten Faden eng zusammenschliefen ; die Fortpflanzung erfolgt 
aber ausschlieBlich durch Knospung (Abb. 1—3). Dementsprechend ist 
bei lebhafter Vermehrung die Fadenbreite in verschiedenen Abschnitten 
und von Zelle zu Zelle sehr wechselnd. Der Fadenverband kommt 
dadurch zustande, dais die Knospen ausnahmslos in einer Richtung ge- 
bildet werden und sich, auch nachdem sie die Gréfe der Mutterzelle 
erreicht haben, nicht von dieser trennen. Die Knospen entstehen aber 
nicht nur an einem Zellende, sondern kénnen auch an zwei gegeniiber- 
liegenden Seiten gebildet werden. Dies wird unmittelbar in Fallen deut- 
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ich, wenn zwei Knospen einander zugekehrt entstehen, also einander 
ertthren (Abb. 1b). Sonst laBt es sich oft nicht eindeutig entscheiden, zu 
elcher Nachbarzelle die Knospe geh6rt, da sie zwischen beiden Nachbar- 
ellen eingezwangt liegt, also ihre theoretisch vorgewolbte ,,freie“’ Wand 
bgeplattet hat. Die optischen Verhiltnisse waihrend der Scheidewand- 
vildung sind aber zu ungiinstig, um den Zusammenhang mit der Mutter- 
elle erkennen zu k6nnen. 

Im tibrigen entsteht jeweils nur eine einzige Knospe, d. h. die nachste 
ird erst gebildet, nachdem die erste zur Gréfe der Mutterzelle heran- 
gewachsen ist. Jedenfalls gilt 
dies fiir die im Rohmaterial 
und in Kultur beobachtete, 


offenbar normale Teilungs- \ OO ri DB S 
frequenz, — die wahrschein- ae eae aie (*) 
- : (*2 
lich nicht oder nicht wesentlich ig (*) 
steigerbar ist. SproBkolonien : 
nach Art der Hefen konnen : G) 
also grundsatzlich nicht zu- i & 
standekommen sowohl wegen 7 
der gleichbleibenden Teilungs- @ s a 
: M 
richtung als auch wegen der \ 
LangsamkeitderTeilungsfolge. 
Die GroBe, bei der sich eine : 


Zelle teilt, ist allerdings nicht = ( 
immer gleich: bei hoher Tei- 
lungsfrequenz bilden schon 
Zellen von 1,8 uw Breite Knos- 


D000) OOOO 


pen; die Faden sind dann im e 

groBen ganzen schmaler als . 

bei schlechterem Wachstum. 

Das Maximum der GroBe — Abb. 1. Torulopsidosira filamentosa. a—c nach dem 


2 A 2 Leben (ec Stauchungswachstum in einer alten Agar- 
Breite 2,4 « —erreichen meist — kuitur); @ nach Fixierung mit 2BX, ¢ nach HELLY, 


nur einzelne Zellen. Die Fa- beide FauLgun-gefarbt. 

den besitzen im wbrigen eine 

weite und weiche Gallerthiille, die sich in Tusche unschwer sichtbar 
machen lat (Abb. 1a). Die dadurch gegebene Ahnlichkeit mit Leuconostoc 
— der Zweiteilung besitzt und zu den Kokken gehért — ist ganz auBer- 
licher Art. 

Der Organismus wurde auf dem Holz eines alten, vermoderten Fichten- 
stumpfes in einem Wald bei Bad Ischl (Ober-Osterreich) im September 
1954 aufgefunden. Die Faden wuchsen einzeln inmitten griiner Algen, 
hauptsichlich schleimbildender Protococcalen und mikroskopischer 
Nostoc-Lager sowie auf dem lockeren Thallus der Basidiolichene Clavaria 
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mucida!, Sie waren meist 12—20zellig, also im Vergleich zu den in Kultur 
erzielten Faden kurz. Das Rohmaterial wurde in feuchten Kamme 
bis Mitte Dezember aufbewahrt, wobei durch langere Zeit noch maBigess 
Wachstum erfolgte. Mitte Oktober wurden Impfungen der Algenmasset 
auf alkalischem und saurem Knop-Agar vorgenommen; da nur auf: 
letzterem Wachstum erfolgte, wurde weiterhin auf diesem, unter 3- bis‘ 
4 wochiger Uberimpfung, kultiviert. Obwohl die Algen schneller wuchsen,, 


oe ~ eS 


=e 


Abb. 2. Torulopsidosira filamentosa, aus aes Agarkultur, in Jodjodkali. a, 6 ein Fadenabschnitt 
bei verschiedener Einstellung im Mikroskop; e wie a, photographisch nachvergréBert; untere Zelle 
rechts in Knospung. — Photo, a, b 1700fach, e¢ ungefiihr 2700 fach. 
zeigte doch auch Torulopsidosira deutliches, schon an der Knospen- 
bildung leicht erkennbares Wachstum. Auf alten Kulturplatten ent 
standen 200—300zellige Fiiden, die in losen Windungen lagen und — 
entgegen dem typischen, ebenmaBigen Wachstum — oft lokale Stauchun- 
gen aufwiesen (Abb. 1c). Es handelt sich dabei sicher nicht etwa um einen 
Wechsel der Teilungsrichtung, sondern um mechanische Hemmung. 
Solche vielzellige Faden zeigen — iibrigens auch kiirzere im Rohmaterial— 
manchmal Neigung zu Zerfall in mehrzellige Bruchstiicke, der dureh 
Absterben einzelner Zellen bedingt wird; man sieht eine Zeitlang noch 

deren leere Membranen (Abb. 1a, punktiert). 
Das beste Wachstum wurde auf Agar mit gleichen Teilen Holzdekokt 
(gewonnen durch Auskochen des Holzes des Fichtenstumpfes) und saure! 


1 Vel. ‘iber die Flechtennatur GriTLErR 1955. 
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nop-Lésung erzielt. Die Teilungsfrequenz bleibt allerdings auch hier, 
erglichen mit dem Verhalten der meisten Hefen, niedrig. Immerhin 
fanden sich zwei Tage nach der Uberimpfung bei Zimmertemperatur auf 
100 Zellen bis zu 12 in Knospung. Die an sich niedrige Teilungsfrequenz 
ist, wie sogar bei manchen Hefen (z. B. bei T'richosporum margaritiferum, 
vgl. Lopper u. Krecer-van Rui) offenbar konstitutionell. Zerfall in 
mehrzellige Teilstiicke war haufig und wurde anscheinend nicht immer 
durch absterbende Zellen, sondern auch durch spontane Liésung des 


Abb. 3. Wie Abb. 2, ein anderer Fadenabschnitt. 


Zusammenhangs hervorgerufen. Auf Wiirze-(Malz-)Agar erfolgt nach 
zwei Tagen Absterben unter starker Schrumpfung. Auf Agar mit ¥, Wirze 
und 34, saurer Knoplosung blieben die Pflanzen zwar eine Zeitlang lebend, 
wuchsen aber nicht. Erfolglos blieb auch die Verwendung von Agarplatten 
mit Glucose- und Rohrzuckerzusatz. 

Die Kulturversuche diirften, so roh sie sind, doch zeigen, da der 
fragliche Organismus sich anders als typische Hefen verhalt; nach 
LoppER u. KrREGER-vAN Ris wachsen alle diese auf Malzagar. Die Iso- 
lierung — versucht mittels Ausstrichen verdiinnter Aufschwemmungen 
auf Holzdekokt-Knop-Agar — miflang; sie diirfte infolge der niedrigen 
Teilungsfrequenz schwierig sein. 

Cytologisch ergibt sich folgendes Bild. Im Leben erscheint der Proto- 
plast gut wachsender Zellen nahezu homogen oder enthalt 1—3 groke, 
aber, weil schwach lichtbrechend, undeutlich erkennbare Korner von 
unregelmaBiger Gestalt, die peripher oder fast zentral legen konnen. Sie 
treten in Jodjodkali deutlicher hervor (Abb. 2,3) und farben sich mit 
Essigcarmin, nicht aber mit Methylgriinessigsaure. Sie geben weder 
Starke-, noch Fett-, noch Volutinreaktion. Sonstige Inhaltskorper fehlen, 
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abgesehen vom Kern oder Nucleoid und von vielleicht vorhandenen: 
Mitochondrien. Zellsaftvacuolen treten nur in alternden, nicht knospen- 
den Zellen auf. Eine Membran ist im Leben nicht sichtbar, sie wird abe 

bei der Vacuolisierung und beim Absterben deutlich und erscheint dann: 
relativ dick; sie macht mehr den Eindruck einer Hefe-Zellwand als dens 
einer Blaualgen- oder Bakterienmembran. Auch die Schrumpfungs- 
formen sind auffilliger und anders als bei Cyanophyceen und Bakterien. 
SchlieBlich erscheint der Protoplast bei grober Fixierung mit Jodjodkali, 
oder verdimnter Essigsiiure gerinnselig-balkenférmig, verhalt sich also’ 
ganz unihnlich dem Protoplasten dieser; auch die spontane intravitale: 
Vacuolisierung ist anderer Art, d. h. offensichtlich reversibel, nicht wie 
bei Blaualgen — abgesehen von ihrer ,,Keritomie* — das Zeichen des: 
Absterbens. 

Bei Fixierung mit Osmiumgemischen (2BX) und nachfolgender 
Feulgenfirbung, ebenso bei Fixierung mit Hetty und Feulgenfarbung 
nach dem von Ligrz angegebenen Verfahren laBt sich in jeder Zelle ein 
kleiner, aber sehr intensiv gefarbter, scharf begrenzter Korper darstellen 
(Abb. 1d, e, 4)!. Dieser Korper fairbt sich auch, allerdings weniger inten- 
siv, mit Methylgriinessigsiure. Wahrend er nach Osmiumfixierung meist 
ungefahr zentral liegt (Abb. 1d), erscheint er nach HELLY-Fixierung an 
die Wand gepreBt und langlich deformiert (Abb. le); in diesen Prapa- 
raten sind auch die Zellen stirker geschrumpft (Abb. le, 4a, b). Die Ver- 
lagerung des feulgenpositiven Kérpers ist demnach offenbar ein Artefakt; 
allerdings kein ganz uncharakteristisches, denn es wird ja durch die 
besondere Beschaffenheit des Protoplasten erméglicht ; von Nucleoiden in 
Bakterienprotoplasten ist derartiges nicht bekannt. 

Der kernartige Kérper besitzt einen Durchmesser von 0,3—0,4 und 
erscheint véllig homogen. Ein Nucleolus ist, als Aussparung in der ge- 
fiirbten Masse, nie zu sehen (er kénnte freilich, wie oft bei Protisten., 
peripher liegen und daher in dieser GroBenordnung sich der Beobachtung 
entziehen). Die Fairbung des nuclealen Korpers entspricht in ihrer Inten. 
sitit der extremen Heterochromatins und vollentwickelter Chromo. 
somen®, 

In manchen erwachsenen Zellen treten, in geringerer Hiufigkeit al 
Knospen, zwei solcher Kérper auf. Ihre Verbindungslinie steht meis' 
senkrecht auf die Fadenliingsachse und damit auf die Ebene der Knos 
penbildung (Abb. le, 4a u. ce). Es handelt sich offenbar um Tochter 
gebilde, die vor Beginn der Knospenbildung die Telophase durchge 
macht haben. Dergleichen kommt auch bei Hefen vor (Lietz, vgl. aucl 


! Zur Sichtbarmachung der ganzen Zellen, die sonst bei EKinbettung in Kanad 
balsam optisch untergehen, wurde mit Lichtgriin gegengefirbt. 

2 Die in den gleichen Priparaten vorhandenen Protococcalen, Amében un 
Bakterien erméglichten einen unmittelbaren Vergleich, 
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CHULZE). Im Falle von Torulopsidosira diirfte die Querstellung ihre 
echanische Ursache in der Breitenerstreckung der Mutterzelle haben, 
Ob diese feulgenpositiven Korper als Kerne oder Nucleoide aufzu- 
assen sind, lat sich schwer entscheiden. Selbst die unmittelbare Ver- 
olgung ihrer Teilung (die aber nicht gelang) diirfte nicht sehr aufschluB- 
eich sein. Denn, wenn es sich um Kerne handelt, diirften die schon in 
er Kernruhe so ausgepragt chromatisch beladenen Chromosomen wohl 
ticky-Beschaffenheit besitzen und daher, im Verein mit ihrer geringen 
roBe, wohl nur als verklumpte Masse erscheinen. Mit Sicherheit lit 
ich aber das eine behaupten: es ist kein Chromidialapparat nach Art 
ler Cyanophyceen ausgebildet. 
_ Dafiir, daB es sich um Kerne handelt, sprechen mehrere Anzeichen 
indirekter Natur; so die allgemeine Beschaffenheit des Protoplasten mit 
seiner leichten Vacuolisierbarkeit, seiner starken Schrumpfungsfahig- 
keit, seinen distinkten Inhaltskérpern — Merkmale, die sich bei Bak- 
terien nicht finden; auch der Besitz einer relativ dicken Membran spricht 
dafiir, ebenso die Verlagerungsfahigkeit der nuclealen Kérper, die von 
Nucleoiden im dichten Bakterienplasma nicht bekannt ist (und sich 
auch an den Bakterien der gleichen Praparate nicht beobachten lie). 
SchlieBlich spricht fiir den Besitz eines Kerns, d. h. die Zugehérigkeit 
zu den Hefen im weitesten Sinn, bis zu einem gewissen Grad auch die 
Tatsache der Knospung. Denn Angaben tiber knospende Bakterien 
sind sehr unsicher. Dies gilt fiir die Caulobakterien, die angeblich Knos- 
pung besitzen!; noch mehr fiir die problematischen_,,pleuropneumonie- 
ihnlichen‘‘ Organismen (Borrelomycetaceen bei BERGEY, neuerdings KAND- 
LER u. KANDLER), deren auffallend unregelmaBig gebildete ,, Knospen“ 
offenbar ganz anderer Art als die der Hefen sind. Auch im Fall der sonder- 
baren, mit Schleimborsten versehenen bakterienartigen Organismen, die 
uls obligate Bewohner der Rotalge Kyliniella auftreten (GEITLER 1954), 
ist die Knospung nicht gesichert. Anders ist die Sachlage allerdings im 
Fall der eingangs erwahnten Symbionten (vgl. weiter unten). 

Will man die Argumente fiir die Kernnatur anerkennen, so lieBe sich 
lie auffallende Dichte der nuclearen Substanz vielleicht mit der von 
schten Hefen bekannten ,,Kappe“‘ homologisieren. Allerdings scheint die 
Dichte bei Torulopsidosira, wie der Vergleich mit gleich behandelten 
Priparaten von sprossender Bierhefe zeigte, noch betrachtlich groBer 
zu sein ?. 

Gegen die Kernnatur — und damit gegen die Einbeziehung von 
Torulopsidosira unter die Hefen — spricht die geringe ZellgroBe: inner- 


1 Bereanys Manual, 8. 836, 837. 

2 Vel. dazu Linz und die zusammenfassenden Darstellungen MarquaRpts und 
\cHULZES. — Das Vorkommen echter Zellkerne bei typischen Hefen kann durch 
lie alteren Untersuchungen Lnvans und die neueren von Lrxrz als erwiesen gelten. 
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halb so geringer Dimensionen erscheint ein so komplexes Organell wie 
ein Kern mit seinen Chromosomen und deren Chromomeren vielleicht 
nicht realisierbar. Tatsichlich sind die kleinsten sporogenen Hefen deut- 
lich groBer (z.B. Lorulopsis magnoliae 1,5—3 x 3—5 wu, Hansenula: 
minuta 2—3,5 * 2,5—4 uw; vgl. LoppER u. KrecER-vAN Rui; bei Toru- 
lopsidosira betragt das Volumen maximal 1,8 x 2,4). Ferner ent- 


spricht das véllig homogene, extrem stark feulgenpositive Aussehen eher 
: : 


Abb. 4. Torulopsidosira filamentosa, a, b fixiert nach HELLY, FEULGEN, Lichtgriin; ¢ fixiert mit 2B X- 
FEULGEN, Lichtgriin; in a oben die 3. Zelle von links mit geteiltem Kern (oder Nucleoid), ebenso in e 
bei ,,1 Uhr*‘; in ¢ ist die — geschrumpfte — Gallerthiille sichtbar, die Zellen erscheinen infolge ver- 
schiedener Héhenlage im Priiparat verschieden scharf abgebildet. — Photo, ungefiihr 2500fach. 


dem eines Nucleoids als dem eines Kerns. Gegen die Hefenatur spriache 
auch die Ernihrungsphysiologie, wenn man die primitiven Kulturver- 
suche als soweit brauchbar betrachten will. 

Die vorliegenden Untersuchungen sind in mehr als einer Hinsicht 
liickenhaft. Dennoch sprechen viele morphologische Momente fiir die 
Kernnatur der fraglichen Koérper. Jedenfalls wird man aus praktischen 
Griinden Torulopsidosira unter die asporogenen Hefen — nach der 
jetzigen Nomenklatur Cryptococcaceen genannt — und nicht unter die 
Bakterien einreihen, 

Die auBerlich morphologischen Unterschiede gegeniiber den Hefen 
sind allerdings nicht unbedeutend. Das auffallendste Unterscheidungs- 


‘ Ob die kleinen asporogenen Hefen Kerne besitzen, ist allerdings noch nicht 
untersucht. 
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merkmal ist die groBe Ebenmafigkeit der Zellform. Im Gegensatz zu 
allen Hefen mit ihren willkiirlichen und sozusagen zufallig wechselnden 
Zellformen bleibt sich die Gestalt der Zellen von Torulopsidosira ivamer 
gleich, namlich genau tonnenformig; daB sich Endzellen frei vorwélben, 
widerspricht nicht dem Prinzip: auch die Vorwélbung ist mathematisch 
ebenmaBig. Was wechselt, ist allein die GroBe der Zellen. Ein weiterer 
Unterschied gegentiber den Hefen liegt in der fixierten Teilungsrichtung. 
Auch bipolar knospende Hefen verhalten sich viel willkiirlicher (vgl. 
z. B. LopDER u. KREGER-VAN Ris fiir Torulopsis stellata, Fig. 149). Die 
bipolare Sprossung steht bei solchen Hefen offensichtlich im Zusammen- 
hang mit der gestreckten Zellform: die Pole liegen an den Enden der 
langen Zellachse; hier erfolgt die Knospenbildung aus mechanischen 
Griinden am leichtesten. Die Stelle kann sich freilich etwas verschieben ; 
dann kénnen auch Verzweigungen entstehen. Bei T'orulopsidosira ent- 
stehen die Knospen immer genau an der gleichen Stelle, namlich in der 
Mitte der Breitseiten. Damit im Zusammenhang steht das grundsitz- 
liche Fehlen von Verzweigungen und der Bildung baumchenartiger 
SproBkolonien. SchlieBlich ist eine derartig regelmaBige und feste 
Fadenbildung von keiner Hefe bekannt (die ,,Ketten‘‘ von Torulopsis 
stellata kommen ihr kaum nahe). Die Faden sind weder mit einem Mycel 
noch mit einem Pseudomycel unmittelbar vergleichbar, wenn sie auch 
auf die SproBkoloniebildung zuriickfiithrbar erscheinen. 

Ein Vergleich mit den eingangs erwihnten Symbionten von auto- und 
heterotrophen Flagellaten ergibt bemerkenswerte Ahnlichkeiten und 
Unterschiede. Die GréBen der kugeligen Zellen sind ungefahr die gleichen : 
der Durchmesser betrigt im Fall der Symbionten von Chrysostephano- 
sphaera bis 1,6 4, bei Lepochromulina bis 0,8 1, bei Petalomonas bis 2 yw, 
ausnahmsweise bis 2,75 4, bei Spongomonas bis 1,8 wu ( GEITLER, ''SCHER- 
MAK-WoEss). Die Zellen sind — abgesehen von Depressionszusténden — 
mathematisch genaue Kugeln (Abb. 5a), sie wurden daher auch lange 
Zeit fiir Pigmenttropfen gehalten (nur im Fall von Phalansterium digi- 
tatum sind sie breit-ellipsoidisch bzw. wihrend der Knospung asym- 
metrisch; Abb. 5b; TscHERMAK-Wokss). Sie lassen also die Kigenwillig- 
keit der Hefezellformen vermissen und verhalten sich mutatis mutandis 
in dieser Hinsicht wie die Zellen von Torulopsidosira. Sie leben aber 
isoliert, ja sie bilden sogar ein besonderes Extrem von Hinzelligkeit (vgl. 
weiter unten). Vor allem aber macht einen wesentlichen Unterschied 
gegeniiber Torulopsidosira und Hefen der Umstand aus, daf sie, 
wenigstens in den meisten Lebenszustianden, gefarbt sind. Der Farbton 
entspricht nicht der einer Rhodotorula, sondern ist ein charakteristisches 
Graugriin oder Graubraun. An den groferen Zellen ist eine Rinden- 
schichte deutlich erkennbar, die der Sitz oder der hauptsachlichste Sitz 
der Farbstoffe ist. In dieser Rindenschichte liegt auch ein auffallend 
23 
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stark lichtbrechendes, wohl ergastisches Kornchen, das weder bei Hefen) 
noch bei Torulopsidosira vorkommt. 

Die Knospung, die Torulopsidosira mit den Symbionten gemeinsam} 
hat, spielt sich bei diesen aber anders ab: es entsteht eine winzige, punkt-.- 
formige, stark lichtbrechende, d.h. von sehr dichtem Plasma erfiillte: 
Knospe — iibrigens, wie bei Torulopsidosira, jeweils nur eine; sie lést: 
sich sehr friihzeitig, also so lange sie noch sehr klein ist, von der Mutter-. 
zelle ab (Abb. 5a) und liegt somit schon in einem sehr friihen Stadium | 
des Heranwachsens von der Mutterzelle getrennt neben ihr (der Ablauf| 
wurde auch im Leben verfolgt; GrITLER 1948, Abb. 4a u. b). Analog: 


) a 
OS geo co 
O e) OQ (eae <> 


a b 


Abb. 5. a Symbiont von Chrysostephanosphaera, b von Phalansterium digitatum, beide nach dem 
Leben; in a eine Zelle links im spiten, unten rechts im friihen Knospungsstadium, in b mit jungen, 
schon abgeschniirten Knospen. — a nach GEITLER 1948, b nach TSCHERMAK-WOEss. 


verhalten sich die ellipsoidischen Symbionten von Phalansterium 
(Abb. 5b; TscuermaK-Wokss). Das Verhalten ist also genau gegenteilig 
wie bei Torulopsidosira und jedenfalls anders als bei echten Hefen. Es ist 
insofern interessant, als es sehr dafiir spricht, daB diese knospenden 
Organismen keine Kerne besitzen, wie auch aus anderen Griinden an- 
zunehmen ist (GEITLER 1948): denn der Tochterkern, wenn er vorhanden 
ware, miiBte ja eine bestimmte GréBe besitzen, die in Relation zur Zell- 
gréBe steht; damit er in die Knospe vor ihrer Abschniirung eintreten 
k6énnte, miiBte er geradezu unwahrscheinlich klein sein; oder die Knospe 
konnte keine nennenswerte Menge Plasma mitbekommen. 

Der Vergleich von Torulopsidosira mit diesen Organismen ergibt also, 
daB betrachtliche Unterschiede bestehen und daB daher eine V ereinigung, 
beider nicht leicht méglich ist. Die Symbionten waren, jedenfalls solange 
genauere karyologische Kenntnisse fehlen, vielleicht besser als Anhang 
bei den Bakterien zu behandeln. Zuniichst ist es noch fraglich, ob ein 
Chromidialapparat oder ein Nucleoid vorhanden ist; der Besitz eines 
Zellkerns — wenn man den Begriff nicht morphologisch ganz verall- 
gemeinern will, wie dies im Fall der sogenannten Bakterien,,kerne“ ge- 
schehen ist — liBt sich fiir Zellen mit einem maximalen Durchmesser von 
0,8 w (bei Lepochromulina) wohl ausschlieBen. Andererseits ist, auch ab- 
gesehen von der Fortpflanzung durch Knospung, die Einreihung unter 


* Die Abb. 5a wird hier nochmals reproduziert, da die damalige Reproduktion 
infolge eines Klischeefehlers gerade das wesentliche nicht zeigte. 


Torulopsidosira n. gen., ein neuer hefeartiger Pilz. 333 


die Bakterien nicht leicht méglich; denn die Schrumpfungen und Ein- 
dellungen, die z. B. bei Ubertragung tiber Alkohol in Euparal auftreten, 
deuten auf einen anderen Bau des Protoplasten und der Membran hin. 

Der Vollstandigkeit halber sei erwaihnt, daB es auch noch andere 
obligat knospende Mikroorganismen gibt, deren GréBe unterhalb der 
bekannter asporogener Hefen liegt. Auf einen solchen Vertreter wurde 
schon frither hingewiesen (GEITLER 1948, 8. 311). Es handelt sich um 
einen typischen Bewohner von Hochmoorschlenken, der auch seither 
wiederholt angetroffen wurde. Er besitzt mathematisch genau kugelige, 
farblose Zellen, die in groBen Abstianden in weicher Gallerte liegen, und 
bildet mikroskopisch auffallende, vielzellige, formlose Kolonien. Der 
Zelldurchmesser betragt -+- 2. Die cytologische Untersuchung steht 
noch aus. 


Diagnosen. 


Torulopsidosira n. gen. Cellulae incoloratae, doliiformes, catenatae, in fila- 
mentis Nostocis modo usque ad 300-cellularibus consociatae. Filamenta linearia vel 
laxe curvata, tegumento mucoso circumdata. Propagatio gemmis semper in direc- 
tione axi filamenti parallela formatis. Protoplastus intra vitam homogeneus vel 
subhomogeneus, aetate provecta et vacuolatus, semper nucleum vel nucleoidem 
unum, distinctum, reactione ,,FEULGEN< valde positivum continens. Corpora oleosa, 
volutinum, amylum desunt, corpora natura ignota 1—3 adsunt. Membrana intra 
vitam invisibilis, post mortem subcrassa, distincta. 

T. filamentosa. Cellulae usque ad 1,8—2 y, rarius usque ad 2,4 u latae, bre- 
viores quam latae. — In trunco vetusto Piceae excelsae in silva prope Bad Ischl, 
Austria superior. 


Zusammenfassung. 


Torulopsidosira ist ein hefeartiger Pilz, der sich ausschlieBlich durch 
Knospung vermehrt, aber Knospen nur an fixierter Stelle in einer Rich- 
tung bildet und regelmaBige, vielzellige Faden vom Bau primitiver 
Fadenalgen hervorbringt. 

Der Protoplast scheint eher den Bauplan von Hefen als den kernloser 
Mikroorganismen zu besitzen. Ein intensiv feulgenpositiver Korper diirfte 
eher als Kern als als Nucleoid aufzufassen sein. 

Gegentiber frither beschriebenen knospenden Symbionten gewisser 
Flagellaten und einer Amébe, deren Protoplast wahrscheinlich anders 
organisiert ist, bestehen deutliche Unterschiede morphologischer und 
entwicklungsgeschichtlicher Natur. 

Die Kultur — ohne Isolierung — gelang nur auf Holzdekokt-Agar mit 
saurer Knop-Losung. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Untersuchungen iiber den Verlauf der Stoffwechsel- 
vorgange bei Azotobacter chroococeum Beij.*. 


Von 
FERDINAND RADLER. 


Mit 16 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 14. Marz 1955.) 


Aus zahlreichen Untersuchungen ist bekannt, da die Eigenschaften 
der Bakterienzellen im Verlauf des Wachstums einer Bakterienkultur 
charakteristischen Veriinderungen unterworfen sind. (Zusammenfassende 
Darstellungen: Monop 1949; und in WeRKmAN u. Witson 1951; sowie 
Lamanna u. Matierre 1953.) Da hierbei in der Regel nur einzelne 

achstumserscheinungen (z.B. Zellzahl, Trockensubstanzbildung, 

Kohlensaurebildung) zum Vergleich herangezogen wurden, sollte in der 
vorliegenden Arbeit versucht werden, den Wachstumsverlauf einer 
akterienkultur durch Bestimmung moglichst vieler Wachstumsvorginge 
zu verfolgen, um dadurch zu zusammenhangenden Vorstellungen tiber die 
leichzeitigen Anderungen der bakteriellen Eigenschaften innerhalb des 
atiirlichen Wachstumsablaufs einer Bakterienkultur zu gelangen. Dar- 
uber hinaus sollten die Beziehungen zwischen den einzelnen Wachstums- 
vorgangen bzw. -erscheinungen unter dem Einflu8 veranderterWachstums- 
bedingungen untersucht werden, wobei sich gleichzeitig die Moglichkeit 
ergab, den Wert einzelner Bestimmungsmethoden fiir die Charakteri- 
sierung des Wachstums zu beurteilen. 
_ Zur Veranschaulichung der VerhAltnisse ist die graphische Darstellung 
des Verlaufs der Wachstumsvorginge der Bakterienkulturen vorteilhaft. 
Man erhalt dabei charakteristische Kurvenbilder mit typischen, durch 
die Wachstumsgeschwindigkeit bestimmten Wachstumsphasen (Monop 
1942). Hine weitgehende Differenzierung der einzelnen Wachstumsphasen 
erschien jedoch fiir meine Zwecke nicht notig, so daB zur Beschreibung 
des Wachstumsverlaufs lediglich die folgenden Bezeichnungen verwendet 
wurden: Induktionsperiode = beginnendes Wachstum, mittlere Wachs- 
tumsperiode = anscheinend intensivste Substanzvermehrung, stationadre 
Periode = Wachstumsstillstand nach Erreichen des Maximalwertes; 
infolge der weitgehenden Vereinfachung stimmt diese Definition mit den 
Begriffen ,,lag-phase‘‘ und Periode des exponentiellen Wachstums nur 
annahernd iiberein. 

* Auszug aus der gleichnamigen Dissertation der mathematisch-naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Géttingen (1955). 
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Unter Variation einzelner Wachstumsfaktoren sollte der Wachstumsverlauf von | 
Kulturen von Azotobacter chroococcum Beij. in fliissigen Naihrmedien durch Be- ; 
‘stimmung folgender Wachstumsvorginge bzw. -erscheinungen verfolgt werden: 
a) Trockensubstanzbildung; b) Zellvermehrung; c) Stickstoffbindung = Eiwei8-. 
bildung; d) Kohlenhydratverbrauch; e) Kohlensaurebildung; f) pa-Wert; g) Reduk-. 
tionsaktivitaét; h) Katalaseaktivitat. 


Methodik. 
Ziichtung der Bakterienkulturen. 


1. Bakterienstamm. Fiir alle Versuche wurde dieselbe Reinkultur eines: 
Stammes von Azotobacter chroococcum Beij. verwendet, der im Friihjahr 1953 aus: 
Gartenerde isoliert wurde und seitdem auf Normal-Glucose-Agar nach FISCHER: 
(1946) kultiviert wird. 


2.KulturgefaBe und Beliftung. Als KulturgefaBe fiir die Wachstums-. 
versuche wurden 750 ml Erlenmeyer-Kolben aus Jenaer Gerateglas verwendet. 
Je fiinf dieser Kolben wurden mit je 100 ml derselben, vorher beimpften Nahr-. 
lésung gefillt. Das Wachstum der Bakterien in den fiinf Kolben einer solchen: 
,,»Reihe“‘ wurde nacheinander in geeigneten Zeitabsténden unterbrochen und nach: 
einem weiter unten beschriebenen Schema durch Analyse der einzelnen Wachstums- 
vorgange bestimmt. Zur Ermittlung der Kohlensiure wurden den KulturgefaBen: 
groBe, mit Natronlauge gefiillte Garaufsatze als CO,-AdsorptionsgefaBe mit Gummi- 
stopfen aufgesetzt. Langsames Durchleiten von Luft durch den Gasraum der! 
Kulturkolben verhinderte das Entstehen eines Unterdrucks und sorgte fiir ein! 
konstantes Sauerstoffangebot. Die zur Beliiftung der KulturgefiBe bendétigte: 
Druckluft wurde durch ein groBes Wattefilter und zur Adsorption der Kohlensaure: 
und restlosen Sterilisation durch einen mit 20% iger Natronlauge gefiillten KLUYVER-: 
kolben (Glasfritte G 2) geleitet. Die Luftmenge wurde so geregelt, daB je Sekunde: 
ein bis mehrere Blaschen durch die AdsorptionsgefaBe perlten, was einem Luft- 
strom von 1—5 Liter je Stunde entspricht. 

Infolge der experimentellen Gegebenheiten war ein standiges Durchleiten von: 
Luft durch die Nihrlésung der einzelnen Vergleichskulturen nicht durchfihrbar,; 
obwohl es sehr wiinschenswert ware, da nur dadurch vermieden werden kann, dab} 
mangelhafte Sauerstoffversorgung der Kulturen zum wachstumsbegrenzendeni 
Minimumfaktor wird. Aus dem gleichen Grunde muBte der Wachstumsverlauf der 
Bakterienkulturen durch Analyse des Wachstums in den fiinf Kulturkolben einer 
sogenannten Reihe verfolgt werden, was sehr nachteilig ist, da sich Wachstums- 
schwankungen in den einzelnen Kolben kaum vollig ausschalten lassen. 


3. Ansetzen der Wachstumskulturen. Die fiir jede einzelne Wachstums- 
reihe erforderliche Menge (550 ml) mineralischer Grundnahrlésung wurde beii 
1,2 Atm. im Autoklaven sterilisiert. Danach wurden unter Wahrung der Sterilitat — 
soweit erforderlich — die getrennt sterilisierten Zusitze sowie die im Dampftopf 
sterilisierte Lisung der Kohlenstoffquelle hinzugefiigt. Das Beimpfen der Nahr- 
lésung erfolgte vor Verteilung auf die einzelnen KulturgefiSe mit einer fiir alle 
Reihen gleichen Menge Impfsuspension, so daB die Anfangszellkonzentration aller 
Nahrlésungen 1,8 x 10° Zellen = 0,00525 mg Trockensubstanz je ml betrug. Die 
Bruttemperatur war stets 25° C — sofern nicht besonders angegeben. 


4. Die Impfsuspension, Von der Stammkultur wurden Vorkulturen auf 
Schragagarréhrchen (Normal-Glucose-Agar) angelegt, die mehrfach nach 48stiin- 
digem Wachstum weitergeimpft wurden. Die Zellmasse einer 48 Std-Kultur wurde 
in physiologischer Kochsalzlésung suspendiert und nach densitometrischer Konzen- 
trationsbestimmung sofort zum Beimpfen verwendet. Die. zur Einsaat benutzten 
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ellen hatten folgende Eigenschaften: HiweiBgehalt 36,9%; mittleres Zellgewicht 
092 mg X 10°; Katalaseaktivitat 0,09 ml O, je mg Trockensubstanz; Reduktions- 
Ktivitat 4,1 ug Formazan je mg Trockensubstanz. ‘i 


Die analytische Bestimmung der Wachstumsvorginge. 

Zum geeigneten Zeitpunkt wurde das Wachstum der Bakterienkulturen unter- 
rochen und der Verdunstungsverlust der Nahrlésung durch Wagen ermittelt, 
amit die Analysenwerte entsprechend korrigiert werden konnten. Die gebildete 
ohlensdure wurde nach einer von DoERING (1950) -beschriebenen Methode 
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Alter der Zellen 


Extinktion (berechnet auf Verdtinnung 1:20) 
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Gehalt an Trockensubstanz der unverdunnten Losung (mg je ml) 


bb.1. Abhiangigkeit der Extinktion bei 495 mz vom Trockensubstanzgehalt von Suspensionen 
ungleich alter Azotobacter-Zellen, 


oestimmt. Nach mikroskopischer Priifung der Reinheit der Kulturen wurden die 
»inzelnen Bestimmungen nach folgendem Schema durchgefiihrt: 25 ml der Kultur- 
osung dienten zur Gesamtstickstoffbestimmung nach der iiblichen Kjeldahl- 
Methode. 50 ml wurden 20 min bei 3000 Umdr./min zentrifugiert; in der iiber- 
ttehenden Flissigkeit wurde der pq-Wert gemessen (mit Glaselektrode und Metrohm- 
MeBgerat Type E 196) und der Restzuckergehalt nach LeHmann-ScHooRt- 
VIAQUENNE (in Kiern 1932) bestimmt; die abzentrifugierte Bakterienmasse wurde 
ur Bestimmung der Fermentaktivitiiten (siehe unten) verwendet. Weitere 5 ml 
ler Kulturlésung dienten nach entsprechender Verdiinnung mit 0,2% Salzsaiure 
uf 50 bis 250 ml zur Zellzihlung und Trockensubstanzbestimmung. Zellzihlung 
lurch Auszaihlen von 500—1000 Hinzelzellen in zwei Praparaten einer Neubauer- 
jahlkammer. Bestimmung des Gehalts an Trockensubstanz durch Triibungsmessung 
nit einem Leitz-Kompensationsphotometer, 20 mm Kiivetten und Filter 495; als 
Jergleichslésung diente in gleicher Weise verdiinnte Ausgangsnahrlésung, so daB 
lie Messung durch Zusatze in der Nahrlésung nicht beeinfluBt wurde. Eingehende 
Jberpriifung der Triibungsmessung durch direkte Bestimmung der Bakterien- 
rockensubstanz durch Zentrifugieren, Waschen mit 0,2% HCl, Trocknen bei 105° 
rgab zufriedenstellende Ergebnisse. Der verwendete Bakterienstamm neigte nicht 
u Flockenbildung in der Nahrlésung, so daB im geeigneten MeBbereich eine direkte 
roportionalitat zwischen Extinktion und Gehalt an Bakterientrockensubstanz 
er Losung bestand. Diese Proportionalitat gilt auch fiir unterschiedlich alte Zellen 
ieses Azotobacter-Stammes, siehe Abb. 1. Der mittlere Fehler des Mittelwertes fiir 
en Quotienten ,,Trockensubstanz/Extinktion“ betrigt + 1,4%. 
24* 
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Bestimmung der Fermentaktivitaten. Die abzentrifugierte Bakterien- 
masse wurde mit einer Pufferlésung (m/30 Phosphatpuffer px 7,4 nach SORENSEN 
mit einem Gehalt von 0,45% NaCl) gewaschen und danach mit frischer Pufferlésung 
soweit verdiinnt, daB eine Suspension entstand, die 1,5 mg Bakterientrockensubstanz 
je ml enthielt (Standardsuspension). 

Die Bestimmung der Katalaseaktivitat erfolgte unter Verwendung ent- 
sprechend verdiinnter Standardsuspension nach der manometrischen Methode von 
Fusrra u. Kopama (1932), die vorher eingehend auf ihre Brauchbarkeit hin unter- 
sucht worden war. Gema8 Fusrra u. Kopama ist die Katalaseaktivitat definiert als: 
in 30 min gebildeter Sauerstoff (ml) — Blindwert 

mg Bakterientrockenmasse : 

Zur weiteren Charakterisierung der wahrend des Wachstums eintretenden Ver- 
anderungen der Bakterien wurde die Reduktionsaktivitat herangezogen. 

Nachdem von Kvuun u. JerRcHeL (1941) die Tetrazoliumsalze zur Sichtbar- 
machung von Reduktionsvorgingen in biologischen Objekten verwendet worden 
waren, sind eine Reihe von Methoden zur quantitativen Bestimmung der Reduk-+ 
tionsaktivitat von Bakterien mittels Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) be- 
schrieben worden (FaHmMy u. WatsH 1952; Kopper 1952; Kun u. ABoop 1949; 
WALLHAUSER 1951). Alle diese Methoden beruhen darauf, da das — hauptsachlich 
von Dehydrogenasen — an den Reduktionsorten (siehe auch BreLic, KAUSCHE U: 
Haarpick 1949) in den Zellen abgelagerte rote Formazan durch Macerations- 
fliissigkeiten oder Liésungsmittel abgetrennt und colorimetrisch bestimmt wird! 
Obwohl die Reduktion von TTC nicht als streng spezifische Fermentreaktion 
angesehen werden kann (JENSEN, SACKS u. BALDANSKY 1951; THRONEBERRY U. 
SmirH 1953), ist sie unter vergleichbaren Bedingungen geeignet, als MaB fiir die 
Aktivitat der sehr empfindlichen, fiir lebende Organismen charakteristischer 
Dehydrogenasen zu dienen. 

Die Reduktionsaktivitat (= Dehydrogenaseaktivitit) wird in wg Formazar 
angegeben, die von 1 mg Bakterienmasse gebildet worden ist. Wie auch bei der 
Katalaseaktivitaét ist jeder angefiihrte Wert der Mittelwert aus 2—3 EHinzel- 
bestimmungen. Unter Abanderung der Methode von Koppsr (1952) wurde zur Stei- 
gerung der EKmpfindlichkeit bei der Messung der Reduktionsaktivitaét wie folgt 
verfahren: Nach 10 min wird zu 2 ml Standardsuspension in 10 ml Zentrifugen- 
glasern im Wasserbad bei 37° C 0,1 ml 0,59% TTC-Lésung zugesetzt. Nach einer 
Reaktionszeit von 50 min werden die Réhrchen mit 5 ml Aceton versetzt, kraftig 
geschiittelt und zentrifugiert. Der Formazangehalt der iiberstehenden klaren 
Lésung wird durch Messung des Extinktionswertes mit einem Photometer bei 
etwa 490 my bestimmt; verschlossen im Dunkeln aufbewahrte Lésungen sind einige 
Stunden bestiindig. Lésungen von Formazan folgen dem Lampert-Brerschen 
Gesetz; nach Bropre (1951) betragt der millimolare Extinktionskoeffizient fiin 
Formazan im Aceton-Wassergemisch 12,4 bei einer Wellenlinge von 485 my. 


Katalaseakt. = 


Die Wachstumsversuche. 


Das Wachstum von Azotobacter chroococcum in Néhrlésungen 
mit verschiedenem Gehalt an Calciumcarbonat. 


Die fordernde Wirkung des Calciumions als Spurenelement auf die Atmung und 
die Stickstoffbindung von Azotobacter gilt als erwiesen (BoRTELS 1936/37; BURK u. 
LINEWEAVER 1931). Von einigen Autoren (Rrppet 1936; Borrets 1936/37; FiscHER 
1946) wurde jedoch fiir unbeliiftete Kulturen von Azotobacter eine Nahrlosung ver- 
wendet, deren hoher Gehalt an Calciumcarbonat (100 mg je 100 ml) iiberraschte. 
da von den Zellen nur eine geringe Menge Calcium aufgenommen wird, Azotobacter 


alciumcarbonatmenge in der 
ahrlésung unbeliifteter Kul- 
uren enthalten sein muB, 


ahrlésung fiir die vier Wachs- 
umsreihen: K,HPO, 1,0 g; 
gSO,-7H,0 0,5 g; FeS0,- 
H,0 0,125 g; Na,MoO,- 
H,0 0,005 g; Blattagar 0,5 g; 
O 1000 g. Zusatz von Cal- 
iumecarbonat zu den Nahr- 
Osungen der Reihen A 3,0 mg, 
12,0 mg, C 36,0 mg, D 109,0 


Der Verlauf der Trok- 
ensubstanzbildung zeigt 
indeutig (Abb. 2), daB 
uch mit einer sehr ge- 
ingen Calciumcarbonat- 
menge (12 mg je 100 ml) 
optimales Wachstum der 
Kulturen erfolgt. Fiir die 
weiteren Versuche war 
diese Beobachtungvon Be- 
deutung, da sich gréBere 
Mengen CaCO, bei fast 
allen Bestimmungen st6- 
rend bemerkbar machen. 


Glucoseverbrauch und 
Stickstoff bindung ergeben 
(Abb. 2) erwartungsge- 
méB fast das gleiche 
Kurvenbild. Okonomi- 
scher Koeffizient und vor 
ulem der Hiweibgehalt 
ler § Bakterientrocken- 
nasse zeigen jedoch cha- 
akteristische Verande- 
ungen im Wachstums- 
rerlauf (Tab. 1). 


ung dermineralischen Grund- ° 


Trockensubstanz je ml 


Glucoseverbrauch je ml 
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eine freien Sauren bildet und eine ionenantagonistische Wirkung von ungeléstem 
alciumcarbonat nicht zu erwarten ist. Es sollte daher gepriift werden, welche 


mg 
15 
109mg CaCO; 
12mg » ioe 
oh t 
43736 mg 
10 hil 


15 109 mg CaCO; p 
mg persis Te 


mg 109 mg CaCO;—a 
12 mg wf 
36mg» HF. 
{Y 
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Abb. 2. (Versuch I). Der Verlauf der Trockensubstanz- 

bildung, des Glucoseverbrauchs und der Stickstoffbindung 

von Azotobacter-Kulturen. Calciumcarbonatgehalt der Nahr- 

lésungen: Reihe A 3 mg-% CaCO; o o; Reihe B 

ie mg-% CaCO; Ores OS Reihe C 36 mg-%CaCO,; WN oe 
Reihe D 109 mg-% CaCO; a—-—a. 
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Tabelle 1. Die Anderung des HiweiBgehalts der Bakterienmasse 
im Verlauf des Wachstums von Azotobacter. 


Wachstumszeit in Stunden | 104 160 256 376 
HiweiBgehalt der | Reihe A ...... 35,9 51,5 | 78,0 | vA 
Bakterienmasse %{ Reihe B ...... 37,4 47,0 67,2 78,9 


In der Induktionsperiode ist der EiweiBgehalt mit etwa 35% sehr 
niedrig, wahrend er gegen Ende des Wachstums tiber 70% betragt. Die 
Berechnung des Eiweifgehalts aus dem Stickstoffgehalt mal 6,25 ist 
natiirlich nicht véllig fehlerlos, da die Zellen auBer EiweiB auch noch 
andere stickstoffhaltige Substanzen enthalten. Die beobachteten Unter- 
schiede sind jedoch so groB, daB ein Fehler in diesem Faktor keine allaw 
groBe Rolle spielen dirfte. Wahrend Schwankungen des EiweiBgehalts 
bei stickstoffheterotrophen Bakterien durchaus bekannt sind, steht diese 
Beobachtung im Gegensatz zu Angaben von MEYERHOF u. BuRK (1928)! 
die besagen, daB bei Kulturen von Azotobacter in stickstofffreien Nahr- 
lésungen Trockengewicht, Stickstoffgehalt und Bakterienzahl einander 
genau parallel gehen. 

Da der Fettgehalt von Azotobacter recht gering ist und auBerdem 
waihrend des Wachstumsverlaufs annahernd konstant bleibt (SCHGONBORN 
1955), war anzunehmen, da die Trockensubstanz von Azotobacter in der 
Induktionsperiode einen héheren Gehalt an Kohlenhydraten aufweiser 
wurde. Diese Annahme lie8 sich sowohl mikroskopisch als auch durch 
Analyse bestiatigen. Zellen aus der Induktionsperiode lassen sich nach 
LANGHANS (in Romets 1948) mit Jod-Jodkaliumlésung anfarben, altere 
Zellen geben diese Reaktion auf Kohlenhydrate nicht mehr. Die analy- 
tische Bestimmung der Kohlenhydrate der Bakterienmasse durch saure 
Hydrolyse (DagLEy u. Dawns 1949) und Bestimmung der reduzierender 
Zucker nach Somoeyt (1945) ergab, daB Zellen aus der Induktionsperiode 
einen Kohlenhydratgehalt von itiber 15°% haben, wihrend der Kohlen- 
hydratgehalt alterer Zellen nur etwa 5% betragt (Tab. 2). 


Tabelle 2. Der Kohlenhydratgehalt der Bakterientrockenmasse 
im Verlauf des Wachstums. 


Trockensubstanz in der Gehalt der Trockensubstanz an hydroly- 
ia ean Nibrlésung sierbarem, reduzierendem Kohlenhydrat, 
mg je ml berechnet als Glucose % 

110 0,165 16,7 

140 0,236 11,9; 9,3 

190 0,421 7,4; 7,6 

250 1,207 8,1; 7,7; 6,4 

430 1,746 6,1; 5,3 


Die Anderungen des EiweiSgehalts der Bakterienmasse finden also — 
zumindestens teilweise — eine Bestiitigung in den entgegengesetzten 
Anderungen des Kohlenhydratgehalts der Bakterienmasse. 
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An dem vorangegangenen Versuch ist das langsame Wachstum der 
Azotobacter-Kulturen besonders auffallig. Selbst nach 15 Tagen war die 
,,Stationare Periode“ noch nicht erreicht, wahrend andere Autoren unter 
Versuchsbedingungen, die sich im wesentlichen durch die Art der Be- 
luftung unterschieden, schon nach 4 Tagen einen vollstandigen Verbrauch 
der Kohlenstoffquelle beobachtet hatten (BorrELs 1939; RiepeL 1936; 
FiscuER 1946). In einem besonderen Versuch, der hier nicht eingehend 
dargestellt werden soll, konnte nachgewiesen werden, daf die Beliiftung 
der Kulturen mit CO,-freier Luft unter den beschriebenen Versuchs- 
bedingungen keinen wesentlichen EinfluB auf die Wachstumsgeschwindig- 
keit austibt ; wie zu erwarten, liBt sich jedoch bei Beliiftung mit normaler 
CO,-haltiger Luft eine geringe Wachstumsbeschleunigung und méglicher- 
weise eine Forderung der Stickstoffbindung in der Induktionsperiode 
nachweisen. Im spateren Wachstumsverlauf ist diese Férderung durch 
CO, nicht mehr nachweisbar, da von Azotobacter selbst groBe Mengen 
Kohlensaure gebildet werden. Die beobachtete Wachstumsférderung 
durch CO, ist tiberhaupt nicht sehr groB, und es besteht durchaus die 
Moglichkeit, daB sie von Wachstumsschwankungen iiberlagert wird. 


Das Wachstum von Azotobacter 

in Ndhrlésungen mit verschieden hoher Agarkonzentration. 

Als Ausgangspunkt fiir den folgenden Versuch dienten Beobachtungen von 
Rippet (1936); Rrepet u. Mitarb. (1938); BorrEts (1939). Diese Autoren hatten 
festgestellt, daB durch Zusatz geringer Agarmengen zur Nahrlosung das Wachstum 

von Azotobacter und anderen Mikroorganismen betrachtlich beschleunigt wird. Es 
‘sollte geklart werden, ob neben der Wachstumsgeschwindigkeit auch der Gesamt- 
ertrag durch Agarzusatz erhéht wird und ob sich Anhaltspunkte tiber den Mecha- 
-nismus der Agarwirkung gewinnen lassen. 

Der Versuch III wurde in gleicher Weise wie Versuch I durchgefiihrt. Minera- 
lische Grundnahrlésung wie bei VersuchI zusitzlich 15 mg CaCO, je 100 ml. 
Agarzusatz: Reihe A 0,0; Reihe B 0,015%; Reihe C 0,05%; Reihe D 0,125%. 

Der Verlauf der Trockensubstanzbildung ist in Abb. 3 dargestellt. 
Von geringen, unregelmaBigen Schwankungen abgesehen, zeigt der gleich- 
sinnige Wachstumsverlauf der Reihen A—C, da Agarkonzentrationen 
bis mindestens 0,05% keinen nachweisbaren Einflu8 austiben. Mit der 
nur um das 214 fache hoheren Agarkonzentration von 0,125% wird jedoch 
das maximale Wachstum in weniger als der halben Zeit der Vergleichs- 
kulturen erreicht und die Wachstumsgeschwindigkeit — gemessen am 
Anstieg der Wachstumskurven — ist waihrend der mittleren Wachstums- 
periode fast dreimal so groB wie bei den Vergleichskulturen. 

Da die niedrigen Agarkonzentrationen keine nachweisbare Wirkung 
auf den Wachstumsverlauf zeigen, la8t sich die plétzliche stark wachs- 
tumsfordernde Wirkung des Agars bei einer etwas héheren Konzentration, 
bei Annahme einer rein chemischen Wirkung, nicht ohne Hilfshypothesen 
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Abb. 3. (Versuch ITI). Der Verlauf der Trockensubstanzbildung, 

der Zellvermehrung und der Stickstoff bindung von Azotobacter- 
Kulturen. Agargehalt der N ahrlésungen: 

Reihe A 0,0% o ©; Reihe B 0,015% e....e: 


> 


Reihe C 0,05% A~——A; Reihe D 0,125% A—-—aA. 


mit dem Erfahrungssatz’ 
in Einklang bringen, daB}! 
wachstumsfordernde 
Stoffe stets in geringerer 
Konzentration eine im) 
Verhaltnis groBere Wir-- 
kung haben als bei hé-. 
heren, evtl. iiberopti-- 
malen Konzentrationen. . 
Man kann somit allein} 
durch die Betrachtung! 
des Wachstumsverlaufs : 
eine Agarwirkung in-. 
folge des Vorhanden- - 
seins von Spurenelemen- ; 
ten oder Wirkstoffen mit : 
einiger Sicherheit aus- . 
schlieBen. 


So hat Ripper (1936) ge-. 
zeigt, daB die Wirkung des. 
Agars nicht auf seiném 
Eisengehalt beruhen kann, | 
daB aber anscheinend die 
,,Aufnehmbarkeit* oder die» 
», Verwertung desaufnehm- 
baren Hisens beeinfluBtwird. 
Dariiber hinaus hat Rrepen 
(1936) darauf hingewiesen, 
da  méglicherweise die 
durch Agarzusatz bedingte 
Viscositatserhéhung der 
Nahrlésung die wachstums- 
férdernde Wirkung hervor- 
ruft. Diese Annahme er- 
scheint berechtigt, da sich 
die | wachstumsférdernde 
Wirkung des Agars nicht 
durch eine rein chemische 
Wirkungsweise erklaren laBt 
und in eigenen Vorversu- 
chen, z. B. durch Zusatz 
von Traganth zur Niahr- 
lésung — um die Viscosi- 
tat zu erhdhen — ebenfalls 
eine erhebliche Wachstums- 
férderung bei Azotobacter- 
Kulturen zu beobachten 
war. 
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Durch Erhéhung der Viscositaét! der Nahrlosung wird die Sink- 
eschwindigkeit der Bakterienzellen herabgesetzt, wodurch die Zellen 
angere Zeit in der sauerstoffreicheren Oberflichenschicht verbleiben. 
(Nach dem Stokes-Ladenburgschen Gesetz verhalten sich die Sink- 
eschwindigkeiten gleicher Korper bei gleicher Dichte der Flissigkeiten 
eren Viscositaten umgekehrt proportional.) Zur quantitativen Messung 
der Viscosititserhéhung der Nahrlésung durch Agar wurde die relative 
iscositat der Nahrlosung in Abhangigkeit von der Agarkonzentration 
estimmt. Die Messungen wurden in Ermangelung eines fiir Kolloide 
geeigneteren Gerats mit dem Ostwa.Dschen Capillarviscosimeter nach 
Kricer (1941) durchgefiihrt. 


Tabelle 3. Die Abhdngigkeit der Viscositét vom Agargehalt der Ndhrlisung. 


Agargehalt der Nahrlésung in % 
Relative Viscositat 7 nel 1,0 | eh 1,7 | 2,5 | 3,4 | 4,8 


No = absolute Viscositét von Wasser bei 25° C. 


Bis zu 0,05% Agar andert sich die Viscositaét nur wenig (Tab. 3), wah- 
rend sie bei hdherer Konzentration rasch ansteigt; bei 0,125°% Agar be- 
tragt sie bereits das 3,4fache der agarfreien Nahrlésung. Da in der starker 
viscosen Lésung ein etwa um den gleichen Faktor beschleunigtes Wachs- 
tum der Bakterien zu beobachten ist, erscheint es nicht unberechtigt, 
die wachstumsfordernde Wirkung des Agars auf die bessere Sauerstoff- 
versorgung der Zellen zuriickzufiihren, die durch die Erhéhung der 
Viscositat bedingt wird. (Wie sehr durch eine bessere Sauerstoffversorgung 
das Wachstum geférdert wird, konnte schon an Vorversuchen gezeigt 
werden: allein langsames Durchperlen von grofen, unzerteilten Luft- 
blasen durch die Nahrlésungen geniigte, um den nach 48 Std erzielten 
Stickstoffgewinn im Vergleich zu unbeliifteten Kulturen um das 5 bis 
20fache zu steigern.) 

Abb. 3 la8t weiterhin erkennen, da8 durch 0,125° Agar nicht nur 
die Wachstumsgeschwindigkeit der Bakterien, sondern auch der Gesamt- 
ertrag wesentlich gesteigert wird. Diese Erscheinung ist tberraschend, 
da Agar von Azotobacter nicht als Kohlenstoffquelle verwendet werden 
kann. Nach FiscHEr (1946) soll Agar von Azotobacter vielleicht doch — 
mindestens teilweise — abgebaut werden. Ich konnte jedoch zeigen, 
daB Agar von Azotobacter nicht als Energiequelle verwendet wird. 


Azotobacter wurde auf Nahrlésungen mit und ohne Zusatz von Agar bei sehr 
geringem Glucosegehalt kultiviert, so daf auch geringe Agarwirkungen erfaBt 
werden konnten. Nach restlosem Verbrauch der Glucose wurde das Gesamtwachstum 
durch Bestimmung des gebundenen Stickstoffs ermittelt (Tab. 4). 


1 Neuere Untersuchungen iiber den Hinflu8 der Viscositat auf das Wachstum 
und die Sporenkeimung von Aspergillus niger siehe bei WETTER (1954). 


Zellgewicht (mg x10?) 
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Die Ertragssteigerung bei Agarzusatz (Abb. 3) kann durch eine Ver-. 
minderung des Betriebsstoffwechsels zugunsten des Baustoffwechsels: 
zustande kommen, wenn man nicht als Folge der besseren Sauerstoff-: 
versorgung eine dkonomischere, enzymatische Dissimilation der Glucose: 


annehmen will. 


Tabelle 4. Wachstum und Stickstoffbindung von Azotobacter bet Vorhandensein von' 
Agar als zusdtzliche oder alleinige Energiequelle. 


Gone Konzentration der Nahrlésung | Stickstoff bindung 
| Glucose (%) | Agar (%) mg N je 1g Glucose 
A 0,2 — 14,6; 14,7: 15,3; 15.6 
B 0,2 0,125 14,8: 15,1; 17,0 
C — 0,125 0,00; 0,00; 0,00 


Zellkonzentration bei Gruppe C: Einsaat 210° Zellen je ml; Versuchsende: 


2x 10® Zellen je ml. 


Aus der beobachteten Ertragssteigerung ergibt sich die Méglichkeit durch: 
Berechnung Anhaltspunkte tiber die GréBenordnung des sogenannten Erhaltungs- 
stoffwechsels zu bekommen (eingehende Diskussion dieses Problems siche RADLER } 


1955). 


Die Abnahme der Trockensubstanz in der Reihe D (Abb. 3) ist weder: 
auf eine Wachstumsschwankung noch auf Autolyseerscheinungen zuriick- 


—_ 
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Abb. 4. (Versuch ITI.) Das mittlere Gewicht 
der Einzelzelle im Wachstumsverlauf von 
Azotobacter - Kulturen. Agargehalt der 
Nihrlésungen: Reihe A 0,0% o of 
Reihe B 0,015% «....¢; Reihe © 0,05% 
A——A; Reihe D 0,125% a—-—a. 


zufiihren, da die Zellzahl (Abb. 3) an: 
beiden MeBpunkten die gleiche ist. Die. 
Trockensubstanzabnahme kann also 
nur die Folge einer Veratmung von 
Reservesubstanz sein. DaGLEy u. Da- 
WEs (1949) haben bei Bact. coli diese 
Erscheinung ebenfalls beobachtet und 
nachweisen kénnen, daB nach Er- 
schépfung der Niahrstoffe (gleichgiiltig 
ob Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle), 
die von den Zellen gespeicherten 
Kohlenhydrate abgebaut werden. 

Aus den Werten fiir Zellzahl und 
Trockensubstanzgewicht je ml 1laBt 
sich das durchschnittliche ,,Gewicht“ 
der Einzelzelle berechnen, das bei An- 
nahme eines konstanten spezifischen 
Gewichts als Ma fiir die ZellgréBe 


dienen kann und wesentlich sichere Ergebnisse als'die mikroskopische 
Messung liefert. Abb. 4 stellt die Gewichts-, d. h. GréSenverinderung 
wahrend des Wachstumsverlaufs dar. Es ist eine fortschreitende Ab- 
nahme der Zellgré%e zu erkennen, am deutlichsten bei der Reihe D. 
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Die Abnahme der ZellgréBe wihrend des Wachstumsverlaufs ist schon 
bei vielen Bakterienarten beobachtet worden (CLARK u. RuEHL 1919; 
HeEwrict 1928; Voss 1952) und ist die Ursache, daB man bei Wachs- 
tumsuntersuchungen bei Bestimmung von Zellzahl und Trocken- 


20 


Glucoseverbrauch je ml 


CO,- Bildung je ml 


Wachstumszeit 
Abb. 5. (Versuch III.) Verlauf des Glucoseverbrauchs und der Kohlensiurebildung von Azotobacter- 


Kulturen. Agargehalt der Nahrlésungen: Reihe A 0,0% o o; Reihe B 0,015% e::--«; 
Reihe C 0,05% A——A; Reihe D 0,125% A—-—a. 


substanz je ml zu verschiedenen Ergebnissen kommt. Im vorliegen- 
den Fall wird das besonders deutlich. Wird namlich die durch Agar- 
zusatz erzielte Ertragssteigerung (fiir die Endkonzentration) aus der 
Zellzahl (Abb. 3) berechnet, so findet man einen um 72% hoheren 
Ertrag in der Reihe D gegeniiber den Reihen A—C. Aus den Trocken- 
substanzmengen (Abb.3) errechnet man jedoch nur eine Ertrags- 
steigerung von 53%. Wiederum zu einem anderen Ergebnis gelangt man 
bei den von den einzelnen Reihen gebundenen Mengen Stickstoff 
(Abb. 3), wobei héhere Agarkonzentration nur einen Stickstoffgewinn 


Okonomischer Koeffizient 
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von 16% gegeniiber den Vergleichskulturen ergibt. Zellzahl, Trocken- 
substanz und Menge gebundenen Stickstoffs gehen also nicht parallel. 


Der Verlauf des Glucoseverbrauchs und der Kohlensaurebildung — 
(Abb. 5), der im wesentlichen parallel geht, laBt ebenfalls die wachstums- 
beschleunigende Wirkung der héheren Agarkonzentration deutlich er- 
kennen, natiirlich ohne daB dabei die Unterschiede im Gesamtertrag zum 
Ausdruck kommen. 


Wie schon im ersten Versuch angedeutet wurde, gehen Trocken- 
substanzbildung und Glucoseverbrauch nicht parallel. Abb. 6 stellt den 
Verlauf der Ausniitzung der 
Kohlenstoffquelle am 6dkono- 
mischen Koeffizienten (O.K.) 
dar. Wihrend der Induktions- 
periode wird die Energiequelle 
dkonomischer verwertet. Fiir 
diese Erscheinung bestehen 
zweiErklarungsméglichkeiten, 
die sich jedoch nicht aus- 
schlieBen: die Annahme eines 
vom Wachstum unabhiangigen 
Erhaltungsstoffwechsels,sowie 
die Beobachtung, daB in der 

Induktionsperiode im Gegen- 
Abb. 6. (Versuch ITI). Der 6konomische Koeffizient im 


Wachstumsverlauf von Azotobacter-Kulturen. satz zum spateren Wachs- 


Agargehalt der Niihrlésungen: Reihe A 0,0% o— 03 tumsverlauf eine gro Bere Men- 
Reihe B 0,015% e---e; Reihe C 0,05% A——A; aoM. 2 
Reihe D 0,125% a—-—a. ge energiearmeren Materials 


(Kohlenhydrat) gebildet wird. 


Die Reduktionsaktivitit der Bakterienmasse zeigt einen in allen Reihen 
gleichmaBigen Verlauf (Abb. 7), wie er fiir den Verlauf von Enzym- 
aktivitéiten von Bakterien typisch ist (Enzymtyp II nach Gate 1952); 
niedrige Aktivitaétswerte in der Induktionsperiode, Aktivitatsmaximum 
in der mittleren Wachstumsperiode. Der Verlauf der Reduktionsaktivitat 
bei Azotobacter entspricht dem Aktivititsverlauf bei Bact. coli, der von 
KopreER (1952), bestimmt worden ist. Eine Deutung des Verlaufs der 
Reduktionsaktivitiat diirfte vorerst nicht méglich sein, da neben einer 
Vermehrung des Enzyms bzw. der Enzymaktivitat, auch Permeabilitats- 
inderungen, veriinderte Reaktionsbedingungen innerhalb der Zelle, wie 
z. B. das Vorhandensein geeigneter Wasserstoffdonatoren (etwa Di- 
phospho-pyridin-nucleotid) sowie Unterschiede in der Stoffwechsel- und 
Atmungsaktivitit der Zellen eine Rolle bei dieser nicht streng spezifischen 
Enzymreaktion spielen mégen. Die Maxima der einzelnen Reihen unter- 
scheiden sich etwas; ob man jedoch hieraus eine Agarwirkung auf die 


Wachstumszeit 
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dehydrierenden Fermente ableiten darf, kann bei der geringen Zahl der 
MefBwerte nicht entschieden werden. 


Wahrend der Verlauf der Reduktionsaktivitat den herkémmlichen Vor- 
stellungen tiber den Verlauf von Fermentaktivititen im Wachstum von 
Bakterienkulturen entspricht (siche HinsHELwoop 1946), zeigt die 
Katalaseaktivitiit (Abb. 7) einen Verlauf, der sich nicht in die beiden 
Enzymtypen von Gate einordnen 1a8t. Ahnlich dem Enzymtyp I von 
GaLE bleibt die Katalaseaktivitat wiihrend 
der Induktions- und mittleren Wachstums- 
periode annahernd konstant, steigt jedoch im 
Gegensatz zu diesem Enzymtyp in der statio- 
naren Periode plotzlich stark an. Besonders 
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Abb. 7. (Versuch III). Verlauf von Reduktionsaktivitét und Katalaseaktivitat der Bakterienmasse 
von Azotobacter-Kulturen. 
Agargehalt der Nahrlésungen: Reihe A 0,0% o o; Reihe B 0,015% «---e; 
Reihe C 0,05% A——A; Reihe D 0,125% a—-—a. 


deutlich ist dieser Aktivitatsanstieg in der Reihe D mit der héchsten 
Agarkonzentration. Eine direkte Wirkung des Agars auf die Katalase- 
aktivitat, d. h. den Katalasegehalt der Zellen, ist jedoch sehr unwahr- 
scheinlich, vor allem, da sich hei Vergleich mit den Wachstumskurven 
(Abb. 3) herausstellt, daB auch der Aktivititsanstieg der Reihe D 
erst in der stationiren Periode erfolgt, in der das eigentliche Wachstum 
und die Vermehrung der Zellen bereits zum Stillstand gekommen sind. 
Wegen des ganz ungewoéhnlichen Verlaufs dieser Fermentaktivitat, mit 
einem AuBerst schwer verstandlichen Aktivititsanstieg in der stationaren 
Periode soll diese Erscheinung in einem besonderen Abschnitt naher 


behandelt werden. 
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Vergleich des Wachstums von Azotobacter in unbelifteter und 
beliifteter Nadhrlésung. 

Die Ergebnisse des vorangegangenen Versuchs deuteten darauf hin, 
daf der EinfluB der Sauerstoffversorgung auf wachsende Azotobacter- 
Kulturen wesentlich gré8er sein muB, als man von vornherein annehmen 
konnte. Zur Bestimmung der Wirkung der Sauerstoffversorgung sollte 
das Wachstum von Azotobacter in unbeliifteter und in optimal beliifteter 
Nahrlésung verglichen werden. 
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Abb. 8. (Versuch IV.) Verlauf von Trockensubstanzbildung, Zellvermehrung und Stickstoffbindung 
in beltifteten und unbeliifteten Kulturen von Azotobacter. 


Die Nahrlésung (wie Versuch III A) wurde in einem Kolben sterilisiert und nach 
Beimpfen und Zusatz von Glucose (wie in den vorangegangenen Versuchen 2%) 
in die einzelnen unbeliifteten Kulturkolben und zur Beliiftung in einen 1 Liter 
Kuvyver-Kolben (Glasfritte G 3) steril abgefiillt. Die Kulturlésung im Kivyver- 
Kolben (600 ml) wurde von etwa 50—100 Liter steriler Luft je Stunde durchstrémt. 
Da der Verdunstungsverlust der Naihrlésung wihrend des Versuchs nur wenige 
ml betrug, konnte er bei der Berechnung vernachlissigt werden. 

Abb. 8 zeigt die Wachstumskurven (Trockensubstanz, Zellzahl, Stick- 
stoff) in beliifteter und unbeliifteter Nahrlésung. Die Wachstums- 
geschwindigkeit wird in der beliifteten Kultur infolge der wahrscheinlich 
ausreichenden Sauerstoffversorgung vervielfacht. Das sichtbare Wachs- 
tum der beliifteten Kultur vollendet sich innerhalb weniger Stunden, ehe 
es in der unbeliifteten Kultur nachweisbar wird. Mindestens ebenso auf- 
fallig wie die Erhdhung der Wachstumsgeschwindigkeit ist die Vermeh- 
rung der Zellzahl und Trockensubstanz je ml in der beliifteten Kultur. 
Beide Wachstumserscheinungen sind gegeniiber dem Gesamtertrag der 
unbeliifteten Vergleichskultur 214—3 mal so groB. Der 6konomische Koef- 
fizient betraigt in der beliifteten Kultur etwa 30, in den unbeliifteten nur 11. 
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Der Verlauf der Stickstoffbindung zeigt jedoch, mit welcher Vorsicht 
er Begriff des O.K. zur Charakterisierung und zum Vergleich von Wachs- 
umsvorgangen angewendet werden mu. Wahrend Trockensubstanz- 
idung und Zellzahl der beliifteten Kultur eine Ertragssteigerung gegen- 
iber den unbeliifteten Kulturen zeigen, ist dies mit der Stickstoff bindung 
icht der Fall, womit auch jede Moglichkeit entfallt, die Ertragssteigerung 
twa durch einen verminderten Erhaltungsstoffwechsel deuten zu kénnen. 
er Gesamtertrag an gebundenem Stickstoff ist in der beliifteten Kultur 
ogar um einige Prozent geringer als in der unbeliifteten. Die Unter- 
chiede sind jedoch zu gering, um daraus eine Bestiitigung der Hypothese 
on PaRrKER (1954) abzuleiten, wonach Stickstoff und Sauerstoff im 
toffwechsel von Azotobacter als Wasserstoffacceptoren dienen und mit- 
inander konkurrieren. Wegen der Verschiedenheit der Versuchsanord- 
ungen kann hier nicht erértert werden, wieweit sich die Angaben von 
SCHAPEK u. GIAMBIAGI (1955), wonach die Stickstoffbindung bei 
iedrigem Sauerstoffpartialdruck gefordert ist, mit den vorliegenden 
rgebnissen in Einklang bringen lassen. 

Der EiweiBgehalt der Bakterienmasse der beliifteten Kultur ist auBer- 
rdentlich niedrig (24%) und liegt sogar noch wesentlich unter den 
erten, die fiir die Trockensubstanz unbeliifteter Kulturen in der 
nduktionsperiode gefunden werden (etwa 35—40%). Es scheint, daB 
urch die bessere Sauerstoffversorgung die Bildung nichteiweifartiger 
Substanzen gefordert wird. In unbeltifteten Kulturen wird die Sauerstoff- 

ersorgung durch die Diffusionsgeschwindigkeit des Sauerstoffs bestimmt. 
‘4 der Induktionsperiode mu8 demnach die Sauerstoffversorgung infolge 
der absolut geringeren Atmung bei geringerer Zellkonzentration relativ 
ginstiger sein, als in der mittleren Wachstumsperiode, wenn die gleiche 
Menge in die Nahrlosung diffundierender Sauerstoff den Bedarf einer 
eroBen Bakterienmenge decken mu. Es ist sehr wahrscheinlich, daB in 
unbelifteten Kulturen in der Induktionsperiode die giinstigere Sauerstoff- 
versorgung ebenfalls zu eimer vermehrten Bildung nichteiweibartiger 
Stoffe fiihrt. 

In diesem Zusammenhang sind die nach AbschluB der beschriebenen Versuchs- 
ergebnisse erschienenen Untersuchungen tiber die Beliiftungserfordernisse aerober 
Mikroorganismen von SmiTH u. JOHNSON (1954) erwahnenswert, da diese Versuche 
einen moglicherweise grundsatzlichen Unterschied zwischen stickstoffheterotrophen 
und stickstoffautotrophen Organismen erkennen lassen. Bei Serratia marcescens 
beobachteten SmirH u. JOHNSON eine Steigerung des Gesamtertrages (Zellzahl, 
Trockensubstanz) durch Beliiftung: ungeniigend beliiftet O.K. = 18,2; ausreichend 


beliiftet O.K. = 37,5. Ebenso wie hier fiir Azotobacter wird ein Abfall des O.K. im 
Wachstumsablauf in ungeniigend beliifteten Kulturen von 32,8 auf 18,2 beschrieben. 


Der wesentliche Unterschied gegeniiber dem stickstoffautotrophen 
Azotobacter besteht jedoch darin, da auch bei den belifteten Kulturen 
von S. marcescens der Stickstoffgehalt der Bakterienmasse 10,4—10,8% 
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betragt, was einem Eiweifgehalt von 65—68% entspricht. Wahrend bei 
der stickstoffheterotrophen Serratia durch Beliiftung offensichtlich eine 
Vermehrung der EiweiBbildung erfolgt, wird bei Azotobacter zwar dies 
Gesamtmenge bakterieller Substanz, nicht jedoch die EiweiBmenge ge-' 
steigert. Man kann daraus — mit allem Vorbehalt — folgern, daB bei 
Azotobacter, wenn durch Beliiftung die Stoffwechselaktivitaét gesteigert; 
wird, die Stickstoffbindung ins Minimum geraét; durch Umleitung des: 
Stoffwechsels auf Nebenwege wird in ungewohnlichem MaBe ,,Reserve-: 
substanz‘* gebildet. 


Tabelle 5. Zusammensetzung der Bakterienmasse von Azotobacter. 


Beliiftete Zellen zum ‘Vergleich: 

HiweiBgehalt wus. oe sate) ote 24,1;. 23,2 etwa 75 
Hetteehaltite: te.0bar tam 3 3,33; 2,39 5,1 
Gehalt an reduzierenden, hydro- 

lysierbaren Kohlenhydraten 

(Bestimmung n. SomoGyI) . . 2,47; 2,45 6,1; 5,3 
Gesamtkohlenhydratgehalt (Be- 

stimmung n. VILES u. SILVER- 

MAN) Lede. Bs ted, 2 2,59; 2,59; 2,38 nicht best. 
Hydrolysenriickstand ..... 70,1 a 
UA SONG a> saire igh'nar cea heel Sites Senses a 1,9 . 


In einer Wiederholung des Beliiftungsversuchs, die zu den gleichen. 
Ergebnissen fiihrte, wurde die Bakterientrockensubstanz in der beschrie- 
benen Weise gewonnen und ihre Zusammensetzung naher untersucht. 

HiweiSgehalt = N x 6,25; Fettbestimmung nach der von GEFFERS (1937) be- 
schriebenen Saurefettbestimmungsmethode; Kohlenhydrate: 1. Hydrolyse in 


2n Schwefelsiure nach DacuEy u. Dawes (1948); reduzierende Zucker nach 
Somoeyz (1945); 2. nach VinEs u. SILVERMAN (1949). 


Entgegen der Vermutung, daf die Reservesubstanz der in beliifteter 
Nahrlésung gewachsenen Zellen aus Kohlenhydraten bestiinde, ergab die 
Kohlenhydratbestimmung iiberraschend niedrige Werte, siehe Tab. 5. 
Uberpriifung mit der colorimetrischen Methode zur Bestimmung von 
Gesamtkohlenhydraten nach Vines u. SILVERMAN mittels Anthron und 
konz. Schwefelsiure ergab die gleichen Werte, und selbst die Auf- 
bereitung der Trockensubstanz nach der Vorschrift fiir Cellulose (Lésen 
in kalter 60% iger Schwefelsiure) sowie die Hydrolyse in 60° KOH bei 
70—80° fiihrte zu keinen anderen Ergebnissen. Auch mikroskopisch 
lieBen sich durch Anfarben mit Jod-Jodkaliumlésung keine Kohlen- 
hydrate in den Zellen nachweisen. Die ,,Reservesubstanz, die bei aus- 
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reichender Versorgung mit Sauerstoff von Azotobacter gebildet wird, laBt 
sich nicht in die Stoffklassen Kohlenhydrate, Lipoide oder Eiweif ein- 
ordnen. 

Nach 24stiindiger Hydrolyse mit 2n Schwefelsiure in zugeschmolzenen 
Ampullen im siedenden Wasserbad laBt sich aus der Bakterienmasse 70% 
(ein mehrfach tiberpriifter Wert!) eines weiBen in Wasser und organischen 
Loésungsmitteln unléslichen, stickstofffreien Riickstandes gewinnen; an 
seiner Identifizierung wird zur Zeit gearbeitet. 

Einen weiteren Unterschied zwischen beliifteten und unbeliifteten 
Kulturen 1i8t der Verlauf des pqy-Wertes der Nahrlésungen erkennen 
(Tab. 6). 


Tabelle 6. Der py-Wert im Verlauf des Wachstums beliifteter 
und unbeliifieter Azotobacter-Kulturen. 


Nihrlésung beliiftet Nahrlésung unbeliiftet 
 Wachstumszeit Wachstumszeit 
in Stunden pH-Wert in Stunden pH- Wert 

7,49 7,49 
39 7,40 142 7,22 
42 7,60 212 7,20 
44 8,02 280 7,24 
49 7,95 376 7,25 
64 8,02 456 7,30 


_ Wiahrend in den unbeliifteten Kulturen der pq-Wert mit beginnendem 
Wachstum leicht absinkt, um erst nach Beendigung des Wachstums 
infolge Autolyse der Zellen wieder anzusteigen, steigt der py-Wert in der 
beliifteten Kultur schon wahrend der mittleren Wachstumsperiode be- 
trichtlich an. Wahrscheinlich ist der Abfall des py-Wertes in der 
unbeliifteten Nahrlésung eine Folge der Kohlensaureanreicherung. 

Der Verlauf der Reduktionsaktivitat (Abb. 9) der Bakterienmasse der 
beliifteten und der unbeliifteten Kulturen ist ahnlich, wenn auch zeitlich 
verschoben. Der besonders rasche Abfall der Reduktionsaktivitaét auf sehr 
niedrige Werte in der stationaren Periode der beliifteten Kultur deutet 
darauf hin, daB durch die Beliiftung nicht nur die stoffwechselakti- 
vierenden Vorgiinge, sondern auch die inaktivierenden wesentlich be- 
schleunigt werden. Das Maximum der Reduktionsaktivitét ist in den 
unbeliifteten Kulturen hoher als in der beliifteten. Dieses Ergebnis ergibt 
sich wahrscheinlich aus der Definition der Reduktionsaktivitat; sie ist 
namlich die Menge Formazan, die von 1 mg Bakterienmasse gebildet 
wird Da nach den giiltigen Vorstellungen lediglich den Enzymen, d. h. 
den EiweiBkorpern die Fahigkeit zuakommt TTC zu reduzieren, ist bei 
dem auBerordentlich niedrigen EiweiBgehalt der Bakteriensubstanz der 
beliifteten Kultur auch eine relativ geringe Reduktionsaktivitaét zu 
erwarten. Wiirde man die gebildete Menge Formazan zur Definition der 
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Reduktionsaktivitat auf das BakterieneiweiB beziehen, so erhielte mani 
fir die ,,korrigierte‘’ Reduktionsaktivitét der beliifteten Zellen ent- 
sprechend hohe Werte. Es ist nicht ausgeschlossen, daB der niedrige 
EiweiBgehalt der Bakterienzellen in der Induktionsperiode von un- 
beliifteten Kulturen ebenfalls — wenigstens teilweise — der Grund fir 
deren niedrige Reduktionsaktivitat ist. 

Der Verlauf der Katalaseaktivitat der Bakterienmasse (Abb. 9) der 
beliifteten Kultur ist dem Aktivitaétsverlauf der bei hoher Agarkonzen-. 
tration gewachsenen Kultur (Abb. 7) 


40 el git 
ag Reduktionsokvitat = sehr aihnlich. Diese Analogie kanni 
30 als weiterer Beweis dafiir gelten, dab 


die wachstumsférdernde Wirkung; 
. des Agars auf einer besseren Sauer-' 
C-Quelle verbraucht ~~ stoffversorgung der Zellen beruht. 
Trotz den groBen Unterschieden ist 
der Verlauf der Katalaseaktivitat: 
der beliifteten und der unbeliifteten: 
Kulturen grundsatzlich gleich. In 
beiden Fallen steigt die Katalase- 
aktivitaét erst nach Beendigung des: 
Wachstums in der stationaren Peri- 
ode an, doch erreicht die beliiftete: 
Kultur innerhalb weniger Stunden 
Aktivititswerte,die ein Vielfaches der 
Katalaseaktivitit der unbeliifteten 


unbeluftet 
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‘Abb. 9. (Versuch IV), Reduktions- und der mittleren Wachstumsperiode ist 


Katalaseaktivitit im Verlauf des Wachstums 
von beliifteten und unbeliifteten .Azotobacter- 
Kulturen. 


die Katalaseaktivitat der beliifteten 
Kultur wesentlich héher (etwa das 


3fache), als in den Zellen der unbe- 
lifteten Kulturen; vielleicht eine Anpassung an die héhere Sauerstoff- 
konzentration. ; 


Das Wachstum von Azotobacter bei verschiedener Temperatur 

Im folgenden Versuch sollten die Wachstumsvorginge an unbewegten, 
bei verschiedener Temperatur kultivierten, Flissigkeitskulturen von 
Azotobacter untersucht und dabei vor allem der Verlauf der Ferment- 
bildung bei verschiedener Wachstumstemperatur verfolgt werden, da 
im Gegensatz zur Temperaturabhingigkeit der Fermentwirkung, die 
Temperaturabhangigkeit der Fermentbildung bisher kaum untersucht 
worden ist. 


Nahrlésung wie in Versuch III A, nach Beimpfen und Zusatz von Glucoselésung 
auf die nur mit Wattestopfen verschlossenen KulturgefaBe verteilt. Bruttemperatur: 
Reihe A 21°, Reihe B 25°, Reihe C 30°, Reihe D 37°. 
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Der Wachstumsverlauf (Trockensubstanzbildung) bei verschiedener 
Temperatur entspricht den Erwartungen, siehe Abb. 10. Bis zur Opti- 


mumtemperatur um 30° 
(FIiscHER 1946), steigt 
dieWachstumsgeschwin- 
digkeit an. Eine Er- 
hoéhung der Temperatur 
uber die Optimumtem- 
peratur hinaus fiihrt zu 
einer Wachstumshem- 
mung; nach Adaptation 
der Zellen an die héhere 
Temperatur erfolgt je- 
doch das Wachstum mit 
annahernd der gleichen 
Geschwindigkeit, wie 
bei Kulturen, die bei 25 
bis 30° bebriitet werden. 
Da die Wachstumsge- 
schwindigkeit unbeliifte- 
ter Kulturen im wesent- 
lichen von der Sauerstoff- 
versorgung abhangt wie 
im vorangegangenenVer- 
such dargestellt werden 
-konnte, ist die Steige- 
rung der Wachstums- 
geschwindigkeit durch 
eine Temperaturerho- 
hung als Folge einer be- 
schleunigten Sauerstoff- 
diffusion in die Nahr- 
lésung anzusehen. Fir 
dieSauerstoffversorgung 
ist namlich nicht nur die 
Loslichkeit, sondern vor 
allem die Diffusions- 
geschwindigkeit mab- 
gebend. Unter diesen 
Voraussetzungen wird 
das verzogerte Wachs- 
tum der Kulturen bei 37° 
besonders bemerkens- 
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Abb. 10. (Versuch V). Der Verlauf der Trockensubstanzbildung 
der Zellvermehrung und der Stickstoffbindung (III) von 
Azotobacter-Kulturen bei verschiedener Temperatur. 
Reihe A 21° o 0; Reihe B 25° e ----e; 

Reihe C 30° A —— A; Reihe D 87° a—-—a. 
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wert, da das langsame Wachstum dieser Kulturen (trotz giinstigerer 
Sauerstoffversorgung infolge beschleunigter Diffusion) als Folge einer 
direkten Schadigung der Bakterienzellen angesehen werden muB. 


Eine Stérung der normalen Entwicklung der Zellen lieB sich schon makroskopiseh 
an den Kulturen bei 37° beobachten; besonders in der ausgepragt langen Induktions: 
periode neigten die Bakterienzellen zur Bildung von Flocken in der Nahrlésung 
(Ursache: fadenférmige und deformierte Zellen), die die Genauigkeit von Triibungs: 
messung und Zellzihlung beeintrachtigten. 


Die Wachstumskurven (Abb. 10) fiir Trockensubstanz, Zellzahl und 
Stickstoffbindung zeigen bei verschiedener Temperatur in ihrem Verlaut 
keine wesentlichen Unterschiede; ihre Maximalwerte unterscheiden sich 
jedoch so sehr, daB man zu ganz verschiedenen Ergebnissen gelangt, je 
nachdem welche Wachstumserscheinung zur Charakterisierung eines Vor- 
ganges herangezogen wird (vgl. auch Dorn u. RawN 1939). So laBt sich 
aus den Endwerten fir Trockensubstanzbildung (Abb. 10) eine Op, 
timumtemperatur ablesen, die um 25° liegen muB; der Einflu8 der Tem 
peratur auf die Trockensubstanzbildung erweist sich jedoch als sehr 
gering. Aus der Zellzahl (Abb. 10) ergibt sich dagegen eindeutig eime 
Optimumtemperatur von etwa 30° und selbst bei 37° ist der Gesamtertrag 
nur unwesentlich, bei 25° und 21° erheblich geringer. Da im gesamten 
Temperaturbereich etwa die gleiche Menge organischer Substanz gebildet 
wird, scheint bei hGherer Temperatur die Zellteilung starker beschleunigt, 
so daB mehr, aber kleinere Zellen entstehen. Die Stickstoffbindung 
(Abb. 10) ergibt im Bereich von 21—30° fast die gleichen Ertrage, 
wahrend im Gegensatz zu Trockensubstanz und Zellzahl der Ertrag bei 
37° erheblich verringert ist. 


Der Verlauf der Reduktionsaktivitit (Abb. 11) bei 21—30° unter- 
scheidet sich nur darin, dai die Héchstwerte, entsprechend der Be- 
schleunigung der Wachstumsgeschwindigkeit friiher oder spiter erreicht 
werden. Da die Héchstwerte mit steigender Temperatur abnehmen, ist 
es durchaus méglich, daB die Dehydrogenasebildung einen optimalen 
Wirkungsbereich bei sehr niedriger Temperatur hat und bereits unterhalb 
der Optimumtemperatur fiir die Wachstumsgeschwindigkeit (etwa 30°) 
geschadigt wird. Bei 37° bestimmt der extrem schidigende HinfluB8 
hoherer Temperatur den Verlauf der Reduktionsaktivitaét. Eine Zeitlang 
kann die Schidigung durch die ja nur wenig unterhalb der Maximum- 
temperatur liegende Temperatur von 37° ausgeglichen werden; die Akti- 
vitait behilt etwa die gleiche Hohe wie die der Einsaatzellen. Bei noch 
langerer Temperatureinwirkung sinkt dann die Reduktionsaktivitat aut 
nicht mehr meBbare Werte. Dann, nach der oben geschilderten Anpassung 
an die héhere Temperatur — sei es durch Selektion oder durch Ad- 
aptation — erfolgt bei gleichzeitig einsetzendem Wachstum ein Aktivitiats- 
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anstieg, und erst nach Verbrauch der Kohlenstoffquelle sinkt die Reduk- 
tionsaktivitat wieder rasch ab. 

Ahnlich dem Verlauf der Reduktionsaktivitat zeigt der Verlauf der 
Katalaseaktivitaét (Abb. 11) bei 21—30° nur eine zeitliche Verschie- 
bung. Bei 37° dagegen kommt es zu einem abnormen Verlauf der Kata- 
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Abb. 11. (Versuch V.) Verlauf von Reduktionsaktivitat (I) und Katalaseaktivitat (II) 
der Bakterienmasse von Azotobacter-Kulturen bei verschiedener Temperatur. 
Reihe A 21° o o; Reihe B 25° e---:e; Reihe C 30° A——A; Reihe D 37° a—-—a.- 


laseaktivitat mit Hochstwerten! in der Induktionsperiode und in der sta- 
tiondren Periode sowie einer konstanten niedrigen Aktivitat in der mitt- 
leren Wachstumsperiode, also einem zur Reduktionsaktivitiéit gegen- 
sinnigen Verlauf. Anscheinend 1é8t ein Anstieg der Katalaseaktivitit 
jeweils auf eine Stérung des Stoffwechsels schlieBen, sei es durch Tem- 
peraturschadigung oder Erschépfung der Energiequelle. Vielleicht muB 


1 Bs handelt sich dabei nicht um ein Zufallsergebnis, da die hohe Katalaseaktivi- 
tat in der Induktionsperiode der Kulturen bei 37° durch gut tibereinstimmende 
Doppelbestimmungen in zwei verschieden alten Kulturen gesichert ist. 
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dem Katalaseaktivitatsanstieg unter Bedingungen, die fiir die Zellen 
irgendwie ungiinstig sind, sogar eine Schutzfunktion zugesprochem 
werden. 


Wachstum von Azotobacter unter dem EHinfluB unteroptimaler 
Kaliumkonzentrationen. 


Die Kenntnis tiber die Wirkung des Kaliums im Stoffwechselgeschehen ist nock 
sehr gering. Da Kalium im Organismus offenbar eine Reihe von verschiedenem 
Funktionen erfiillt, wird die Untersuchung der Kaliumwirkung sehr erschwert: 
Neben einer Wirkung des Kaliums auf den Quellungszustand des Plasmas (ScHMAL- 
Fuss 1936) und einer Wirkung auf den Fettsaiurestoffwechsel (GrYER u. Mitarb. 
1953) scheint Kalium eine wichtige Funktion im Kohlenhydratstoffwechsel inne zu 
haben (eingehende Literaturiibersicht siehe in RoBeRts u. Mitarb. 1949). 

Die Untersuchungen von PULVER u. VERZAR (1940) tiber die Kaliumaufnahme 
von Bdckerhefe bei der Garung, sowie Versuche iiber die Aufnahme von radio- 
aktivem Kalium von Escherichia coli (Cow1E u. Mitarb. 1949; Roprerts u. Mitarb: 
1949) bei Gegenwart verschiedener Kohlenhydrate und deren Abbauzwischenstofte 
deuten darauf hin, da8 Kalium irgendwie bei der weiteren Phosphorylierung von 
Hexosemonophosphorséure im aeroben Abbau von Kohlenhydraten beteiligt ist! 
Der oxydative Abbau von Kohlenhydraten (Hexosemonophosphat — Pentose- 
phosphat — Triosephosphat) soll dagegen von Kalium nicht beeinflu8t werden. 

RipPEt u. Beur (1936) haben die Energieausniitzung von Aspergillus niger durebl 
calorimetrische Messungen bestimmt. Dabei ergab sich, daB bei Kaliummangel die 
Energieausniitzung geringer ist, d.h. von der dem Nahrsubstrat entnommenen 
Energiemenge wird bei Kaliummangel ein geringerer Teil als bei Normalkulturem 
im Mycel wiedergefunden. Bei gleichem ,,Energieangebot“ ist also bei Kalium-4 
mangel die Energieausniitzung des Organismus weniger 6konomisch. 


Im folgenden Versuch soll der Kaliumeinflu8 auf die Stoffwechsel- 
dkonomie von Azotobacter untersucht werden. Als MeBgroke dient der dko- 
nomische Koeffizient. Da bei Azotobacter die Energiequelle restlos oxy- 
diert wird und auferdem kein Grund zu der Annahme berechtigt, da 
der Energiegehalt der Bakterienmasse wesentliche Schwankungen auf- 
weist (calorische Messungen an Azotobacter siche SCHONBORN 1955), kann 


die Energieausniitzung von Azotobacter in Vergleichsversuchen am ().K. 


abgelesen werden. : 


Mineralische Grundnihrlésung wie in Versuch II[A. Der Gehalt an Kalium 
wurde durch Ersatz aquimolarer Mengen K,HPO, durch Na,HPO, verandert, so 
daB die Phosphatkonzentration der Nahrlésung gleich blieb. Die Einsaatzellen 
waren in iiblicher Weise auf kaliumhaltigem Nahrboden geziichtet worden, wo- 
durch eine geringe Menge Kalium in das Nahrmedium eingebracht wurde. Kalium- 
gehalt der Nahrlésungen mg K je 100 ml (als K,HPO,): Reihe A 0,0; Reihe B 0,18; 
Reihe C 0,54; Reihe D 44,8. 


Die Wachstumskurven (Abb. 12) lassen eine eindeutige Wirkung des 
Kaliums auf Gesamtertrag und Wachstumsgeschwindigkeit erkennen. 
Die geringe Kaliummenge, die in die Nahrlésung der Reihe A (ohne 
Kaliumzusatz) durch Einsaat und Verunreinigungen hereingebracht 
worden ist, erméglicht nur ein geringes Wachstum. Nach Abzug dieses 
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,,Blindwertes‘‘ erweist sich der Gesamtertrag der Reihen B und OC den 
in den Nahrlésungen vorhandenen Kaliummengen annahernd proportio- 
nal. Daraus ist ersichtlich, daB Kalium offenbar nicht nur eine kataly- 
tische Funktion im Stoffwechsel hat, sondern irgendwie direkt in die 
organische Substanz eingebaut wird. Wenn alles Kalium verbraucht ist, 
kann eine weitere Zunahme organischer Substanz nicht mehr erfolgen. 
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Abb. 12. (Versuch VI). Der Verlauf der Trockensubstanzbildung von Azotobacter-Kulturen. Bay 


der Nahrlésungen an Kaliumphosphat: Reihe A 0,0 mg-% o o; Reihe B 0,4 mg-% e:*-:e; 
Reihe C 1,2.mg-% A——A; Reihe D 100 mg-% a—-—a. 


Der tatsachliche Kaliumbedarf ist sehr gering: 1,2 mg-°% K,HPO, er- 
geben bereits 70% des Gesamtertrages der bei groBem Kaliumiiberschub 
gewachsenen Kulturreihe D. In einem vorangegangenen Versuch hatte 
sich gezeigt, daB 0,8 mg-% K (1/5) der ,,normalen‘‘ Menge) vollauf ge- 
niigen, um ein optimales Wachstum von Azotobacter zu erméglichen. Kin 
schénes Beispiel, wie sehr die Mikroorganismen in den tiblichen Nahr- 


lésungen ,,iiberfiittert“‘ werden. 


Tabelle 7. Der O.K. von Azotobacter-Kulturen bei verschiedenem Kaliwmgehalt der 
Néhrlosung. 


212 | 280 | 376 | 456 | 562 
ReiioyAN lh Budi GE lee keonth §4'Fs99) 5.657 (nc9s2 
, _B)| 20,0| 17,2| 11,7 | 12,0] 9,8; — 
OT T,3 | 12,41 9.5 1.10.41,10,0 | — 
, D)| 22,2| 11,3] 12,2! 10,9| 10,2) — 


Wachstumszeit in Stunden 142 


bei 0,0 mg-% K 
Okonomischer 0,18 mg-% K 


Koeffizient 0,54 mg-% K 
44,8 mg-% K 


fp Tee 


Wie am ékonomischen Koeffizienten (Tab. 7) zu erkennen ist, besteht 
kein wesentlicher Unterschied in der Ausniitzung der Energiequelle der 
Kulturen bei ausreichendem und unteroptimalem Kaliumgehalt der 
Nahrlésung. Die Kulturreihe A, deren Nahrlésung kein Kalium zugesetzt 


Formazan 


QO, je mg _Trockensubstanz 


| 


worden war, weist allerdings einen etwas niedrigeren O.K. auf. Weil die; 
Bestimmung von Bakterienmasse und Zellzahl infolge des geringen: 
Wachstums der Kaliummangelkulturen und der Neigung der teilweise: 
deformierten Bakterienzellen zu Flockenbildung mit einem grdfBeren: 
Fehler belastet ist, erlauben diese Ergebnisse keine Folgerungen tiber den; 
EinfluB des Kaliums auf Energieausniitzung oder Kohlenhydratstoff-' 
wechsel, wie er von RIpPpeL u. BEHR (1936) und Maas-FOrstTER (1955) 

nachgewiesen wurde. Die anderen’ 
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Reduktionsaktivitat Wachstumserscheinungen ahneln der: 
“3 GIO 3 Trockensubstanzbildung (Abb. 12) 
awe he in so starkem MaBe, daB sich eine: 

30 | A Sony 2mg% 04 mg % nahere Diskussion eriibrigt. 
Ny fe Sima weak we Die Reduktionsaktivitat der Bak- 
hana ay ee terienmasse (Abb. 13) zeigt bei den: 
I? FOO nA MEFS Reihen B—D, deren Nahrlosungen’ 
ohne K* Kalium zugesetzt worden war, den: 


bekannten Verlauf. Die Reduktions- 
aktivitét der Wachstumsreihe A’ 
(ohne Kaliumzusatz) behalt eigen- 
artigerweise waihrend der gesamten 
Wachstumszeit anniihernd die Akti- 
vitait der Einsaatzellen, bei Kalium- 
mangel bleibt also zumindest ein Teil 
der Zellen iiber lingere Zeitriume: 
lebensfahig. 

Sty Der Verlauf der Katalaseaktivitat 


0 2 
sna ab (Abb. 13) ist wiederum dem Ver- 


lauf der Reduktionsaktivitat in ge- 
laseaktivitéit im Verlauf des Wachstums von Wisser Weise gegenlaufig, jedoch 


Abb. 13. (Versuch VI.) Reduktions- und Kata- 


Azotobacter-Kulturen. Gehalt der Nihrlésungen 7 ; | 
Be Uti vhoactm ita £0 case a: lassen die Kaliummangelkulturen B 


Reihe B 0,4 mg-% ¢*---e; Reihe12mge-% und C den Aktivititsanstieg in der 
Be te halbe, D100 meh As As ota tinntren Periods vermissen ; viel- 

leicht ist in diesen Reihen infolge 
Verminderung der Wachstumsgeschwindigkeit die stationiire Periode 
eben doch noch nicht erreicht. Besonders bemerkenswert ist die hohe 
Katalaseaktivitaét der Reihe A (ohne Kaliumzusatz), deren Reduktions- 


aktivitét im Gegensatz dazu wihrend der gesamten Beobachtungszeit 
sehr niedrig bleibt. 


Der HinfluB von 2,4-Dinitrophenol auf A tmung und Wachstum 
von Azotobacter. 

2,4-Dinitrophenol (DNP) ist ein Fermentgift, dessen Wirkung darin besteht, daB 

es im aeroben Kohlenhydratabbau die energieliefernde Atmungskettenphosphory- 

lierung (oxydative Phosphorylierung) hemmt. Die Substratphosphorylierung wird 
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dagegen nicht gestért, so daB Glykolyse und Alkoholbildung nicht beeinfluBt, ja 
unter aeroben Bedingungen sogar geférdert werden. Durch DNP wird die oxydative 
Assimilation (Kohlenhydrataufbau) von ,,ruhendem“ Pilzmycel (siehe FostErR 1949) 
und ,,ruhenden‘‘ Bakterienzellen verhindert. AuSerdem hemmt DNP die Fett- 
sdureoxydation (SILLIKER u. RrrrenBERG 1952), die Enzymadaptation (Monop 
1944), und die Aufnahme von anorganischem Phosphat (Loomis u. Lipman 1948). 
Daneben besteht auch die Auffassung, da8 von DNP lediglich der Baustoffwechsel 
gehemmt, die Atmung jedoch nicht beeinflu8t wird (Literatur siehe in RipPE.- 
Bawtpes 1955). Da die Untersuchungen 
tiber die DN P-Wirkung gewoéhnlich an Fer- 60 
mentpraparaten oder nicht wachsenden 
Zellsuspensionen durchgefiihrt worden 
sind, soll im folgenden Versuch die Wir- 
kung des DNP auf das Gesamtwachstum 
von Azotobacter beobachtet werden. 
Zunachst wurde der EinfluB von 
DNP auf das Wachstum und die 
Atmung von Azotobacter im kurz- 
fristigen Wachstumsversuch unter- 


sucht. 

Als MaB fiir das Wachstum diente 
der Sauerstoffverbrauch von Azofobacter- 
Kulturen (ul Sauerstoff je 2 ml Nahr- 
lésung je % Std), der im WaRBuURG- 
Apparat manometrisch bestimmt wurde. * 403m DNP 
(Methodik siehe UmBraunr u. Mitarb. 1951). A 
Die GefaBe wurden mit 2ml Nahrlésung 2 3 y 5h 
(wie Versuch TILA) beschickt. Einsaat Wachslumnscee 
0,02 mg Bakterienmasse je Milliliter. bate rerrrnes Seer, 

1 os . : + . Verlaw. es sauerstoltiverbraucos von 
Nach 2/Astindigem Wachstum wurde die Azotobacter-Zellen in 2 m1 Glucose-Nahrlésung 
in 0,1 ml aq. dest. geléste Menge DNP aus bei 25° nach Zugabe von DNP. (Messung im 
dem Seitenarm des GefaBes der Kultur- WaRBURG-Apparat.) 
lésung zugesetzt. 
Bis zu einer Konzentration von 10->m DNP wird weder die Atmung, 


noch das Wachstum, d. h. die Zunahme des Sauerstoffverbrauchs je Zeit- 
einheit, gehemmt (Abb. 14). Bei einer Konzentration von 10-*m DNP 
kommt die gesamte Atmung vollig zum Erliegen. Bei den dazwischen- 
liegenden Konzentrationen (10-4 m und 3 x 10-4 m DNP) erfolgt lediglich 
eine mehr oder minder stark ausgepriagte, kurzfristige Hemmung bzw. 
Herabsetzung von Atmung und Wachstum. DNP wirkt also auf Atmung 
und Wachstum (Baustoffwechsel) von Azotobacter gleichzeitig. 


Zur Untersuchung der DNP-Wirkung auf den gesamten Wachstumsverlauf 
wurden die Azotobacter-Kulturen in der beschriebenen Weise angesetzt. Den Nahr- 
lésungen (wie bei Versuch IIIA) wurde nach dem Autoklavieren die erforderliche 
Menge DNP zugesetzt (steril filtrierte Lésung). Durch die Kigenfarbe des DNP war 
Trockensubstanzbestimmung durch Wagen erforderlich. Reihe A Vergleichskultur 
ohne Zusatz, Reihe B 2,5 - 10-+m DNP, Reihe C 10-°m DNP. 


Nach etwa fiinf Tagen Wachstumszeit lie sich an der Anderung der 
Gelbfarbung, die vom DNP herriihrt, erkennen, daB DN P von Azotobacter 


Kontrolle 


10°°m DNP 


Sauerstoffverbrauch in 30 min. 
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abgebaut wird. Die Farbe der Niahrlosung ging allmahlich von Hellgelb: 
iiber Braun, Dunkelbraun nach Schwarz iiber; die gleichzeitige Zunahme: 
der Triibung lieB das Wachstum von Azotobacter auch in der Kulturreihe: 
C erkennen, deren DNP-Konzentration (10-?m) die Atmung vollig ge-. 
hemmt hatte (siehe oben). Da die Hemmwirkung von DNP reversibel. 
ist (Loomts u. Lipman 1948), war es nicht weiter tiberraschend, daB das: 
Wachstum von Azotobacter nach Abbau des DNP wieder einsetzte. 


Da Azotobacter Nitrat leicht zu: 


Trockensubstanz je ml 


ee P — Ammoniak zu reduzieren vermag, . 
Pua 7“ war anzunehmen, daB DNP von: 
eee = Ve dem Organismus ebenfalls als: 

1 yd, Wasserstoffacceptor verwendet: 
x 103m ONP wird, wobei es zu  Diamino-. 

bets phenol reduziert wird, das braun} 

gefarbte Kondensationsprodukte : 

G bildet. Im Zentrifugat der Nahr-. 

5} Zellen 4  lodsung gelang der Nachweis von! 

yi; aromatischen Aminen durch Dia- ; 

A 25 110'm zotierung und Kupplung mit Re-. 
? /0%mone  Sorcin zu einem orangeroten | 

ME Azofarbstoff. 
: Durch die Reduktion des Fer-. 


Zellen x10° je ml 


mentgiftes DNP zu _ anderen: 
Stoffen, die ihrerseits wiederum | 
einen Einflu8 auf Stoffwechsel | 
Abb. 15. (Versuch VII). Verlauf der Trocken- und Wachstum von Azotobacter 
substanzbildung und Zellvermehrung von Azoto- austiben k6énnen, werden die Ver- | 
iMeDSP a Reheh age iieebares  Suchsbedingungen véllig untiber 
Reihe C 10-*m DNP a—-—a. sichtlich, daher seien hier nur die 
Wachstumskurven fiir Trocken- 

substanz und Zellzahl angefithrt (Abb. 15). Die auffilligste Erscheinung 
ist, daB die Wachstumsgeschwindigkeit durch Zusatz von DNP betricht- 
lich verringert wird. Dennoch sind die Unterschiede im Gesamtertrag 
recht gering. Kigenartigerweise wird durch DNP oder dessen Reduktions- 
produkte die Zellteilung geférdert. Durch Verminderung des durch- 
schnittlichen Zellgewichts wird bei DNP-Zusatz ein betrachtlicher Mehr- 
ertrag vorgetiuscht, wenn der Ertrag an der Zahl der Zellen abgelesen 
wird. 


0 300 600 900 12004 
Wachstumszeit 


Erwahnenswert scheint ferner, da die Bakterienmasse von Azotobacter, 
die gewohnlich cremefarbig ist, bei Wachstum in DNP-haltigen Nahr- 
lésungen vollig schwarz wird. DNP oder Reduktionsprodukte vermégen 
demnach entweder die Bildung von schwarzen Farbstoffen (Melaninen) 
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zu induzieren, oder die aromatischen Verbindungen werden bei der Farb- 
stoffbildung eingebaut, eine Erscheinung, auf die auch FIscHER (1946) bei 
Wachstum von Azotobacter auf Benzoesiiure hingewiesen hat. 


Verlauf der Katalaseaktivitaét in wachsenden Kulturen von 
Azotobacter und einige Versuchezu seiner Deutung. 


Da sich der Verlauf der Katalaseaktivitit bei Azotobacter mit einem 
Anstieg der Aktivitit nach Beendigung des Wachstums nicht in die bei- 
den Enzymtypen von GaLz (1952) einordnen 1aBt, die beide einen Abfall 
der Aktivitit in der stationdéren Periode aufweisen, erschien es wiin- 
schenswert, den Verlauf der Katalaseaktivitit mittels einer anderen Be- 
stimmungsmethodik zu bestatigen. AuBerdem sollten einige Erklarungs- 
moglichkeiten dieses eigenartigen Verlaufs einer Fermentaktivitit ex- 
perimentell tiberpriift werden. 

Der beobachtete Verlauf der Katalaseaktivitat ist besonders deshalb 
von Interesse, weil er Vorstellungen widerspricht, die bisher dazu dien- 
ten, einige Phanomene des Bakterienwachstums zu erklaren. So wurde 
mit der Abnahme der Aktivitaét bzw. des Gehalts an Enzymen bei Bak- 
terien in der stationaren Periode die Erscheinung und Dauer der so- 
genannten ,,lag‘‘-Phase erklirt (HINSHELWooD 1946). Besonders bemer- 
kenswert ist ferner, daB der Verlauf der Katalaseaktivitat fiir einzelne 
Bakterienspecies verschieden ist. Bisher sind nur bei Bact. coli (Hrn- 
SHELWOOD 1946) und Pasteurella tularensis (Av1-Dor u. Yantv 1952) 
Untersuchungen tiber den Verlauf der Katalaseaktivitat bekannt. In 
beiden Fallen wurde ein ,,normaler®‘ Aktivitaétsverlauf beobachtet, mit 
einem ausgepragten Maximum in der mittleren Wachstumsperiode. 

Zur Kontrolle des Verlaufs der Katalaseaktivitat bei Azotobacter wurde 
Versuch III D wiederholt, der nach Beendigung des Wachstums der Kul- 
turen in der stationiren Periode einen besonders auffalligen Anstieg der 
Katalaseaktivitét ergeben hatte (Abb. 7). Die Katalaseaktivitat wurde 
nach einer anderen Methodik als bisher durch Titration mit KMnO, nach 
EULER u. JOSEPHSON bestimmt (in SUMNER u. SomERS 1947). Diese Me- 
thode beruht auf der Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten &, 
wobei angenommen wird, da es sich bei der katalytischen Zersetzung 
des Wasserstoffperoxyds um eine monomolekulare Reaktion handelt. Die 
,»Katalasefaihigkeit dient als MeBgrd8e fiir die Enzymaktivitaét und ist 
definiert als: 


k 
Katalasefahigkeit = 


mg Bakterienmasse 


Wie aus den Ergebnissen (Tab. 8) hervorgeht, erhalt man auch mit 
dieser, auf véllig anderen Voraussetzungen beruhenden Methode einen 
starken Anstieg der Katalaseaktivitét nach restlosem Verbrauch der 
Glucose, d.h. nach Beendigung des Wachstums in der stationaren 


~~ 
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Periode. Die Zunahme der Katalaseaktivitat ist nicht so groB, als wenn) 
sie manometrisch bestimmt wird, was auf die sehr unterschiedlichen Be-. 
stimmungsmethoden zuriickzufiihren sein dirfte. Immerhin ergibt sich| 
auch nach dieser Bestimmungsmethode, daB die Katalasefahigkeit in der: 
stationdren Periode auf den 5fachen Wert der Katalasefihigkeit der: 
Zellen der mittleren Wachstumsperiode ansteigt. 


Tabelle 8. Untersuchung der Verdnderung der Katalaseaktivitat bet Azotobacter im | 
Wachstumsverlauf durch Bestimmung der ,,Katalasefahigkeit‘‘ 
nach EULER u. JOSEPHSON. 


Wachstums- PAs Glucose- Zabl der | 4 hapa vce rity Katalasefihig- 
zeit in Pp verbrauch Einzelbe- keit 
egies timmungen earns (Mittelwert) 
Stunden mg je ml %, stimmunge: mg 

113 2,68 85 7 6,87 0,966 
8 6,87 0,956 
8 13,75 0,957 
8 3,44 1,041 
5 6,87 0,960 

216 2,75 100 7 6,87 2,60 
8 6,87 2,598 

305 2,43 100 7 6,87 4,28 

; 6 3,44 4,03 

700 1,96 100 7 6,87 4,89 


Zur Erklirung des Anstiegs der meBbaren Katalaseaktivitit in der’ 
stationéren Periode wurde zunichst untersucht, ob nicht der tatsach- 
liche Gehalt an Katalase bei ,,jungen‘‘ und bei , alten‘ Zellen gleich und. 
der gemessene Unterschied lediglich die Folge von Permeabilitatsande- 
rungen der Bakterienzellmembranen ist, so daB bei ,,jungen“‘ Zellen in- 
folge einer geringeren Permeabilitit der Membranen fiir Wasserstoff- 
peroxyd eine geringere Enzymaktivitat vorgetiiuscht wird. Es wurde 
daher gepriift, ob die Katalasebestimmung héhere Aktivitaten ergibt, 
wenn durch Abtéten junger Zellen die Membranstrukturen zerstért wer- 
den, ohne daB dabei die Katalase nennenswert geschadigt wird. Die 
Katalaseaktivitit abgetéteter Azotobacterzellen wurde bestimmt und 
mit der Aktivitiit gleicher, unbehandelter Zellen verglichen. Dabei zeigte 
sich, daf} die abgetéteten Zellen (durch Trocknung mit Aceton, Versetzen 
mit Toluol oder Erhitzen auf 70°) keine héhere Aktivitiit als die unbehan- 
delten Kontrollen aufwiesen. Behandlung mit Ultraschall fiihrte zu den 
gleichen Ergebnissen. 

Die Schwierigkeit, die Zunahme der Katalaseaktivitit zu erklaren, ist 
besonders groB, weil die Wirkung der Katalase im Stoffwechselablauf 
nicht restlos bekannt ist. Einmal tritt im normalen Atmungsverlauf tiber 
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das Cytochromsystem kein Wasserstoffperoxyd auf, zu dessen Spaltung 
die Katalase dienen kénnte; zum anderen betragt die in den Bakterien 
vorhandene Katalasemenge ein Vielfaches der Menge, die erforderlich 
ware, um das Wasserstoffperoxyd zu zerlegen, das bei einigen bekannten 
Dehydrierungsreaktionen (z. B. Dehydrierung von Alkohol zu Aldehyd) 
gebildet wird. Es wird daher angenommen, daB die Katalase auch noch 
eine Funktion bei der Oxydation von Aminosiuren und Alkoholen hat 
(siche FLASCHENTRAGER u. LEHNARTZ 1951). 

Die Zunahme der Katalaseaktivitat in der stationiiren Periode war 
besonders deutlich an den Kulturen zu beobachten, die infolge besserer 
Sauerstoffversorgung schneller gewachsen waren und gréBere Mengen 
Reservesubstanz gebildet hatten (siehe Versuch IIID, IV). Da in der 
stationéren Periode ein Abbau der von den Bakterien gebildeten Re- 
servesubstanz erfolgt (Abb. 3), bestand die Méglichkeit, daB die Katalase 
beim Reservesubstanzabbau von Azotobacter beteiligt ist, wodurch sich 
dann die Aktivitatssteigerung des Enzyms in der stationaren Periode 
erklaren lieBe. Bei einer Beteiligung der Katalase beim Abbau der Re- 
servesubstanz miiBte dieser Abbau, der gewohnlich als endogene Atmung 
bezeichnet wird, durch das Katalasegift Natriumazid gehemmt werden. 
Im folgenden Versuch konnte jedoch nachgewiesen werden, daB die 
Katalase nicht beim Abbau der Reservesubstanz beteiligt ist. 


Tabelle 9. Hemmung der Katalaseaktivitat durch Natriumazid. 


5 5 ., |}von1 mg Azotobacter-Zellen (220 Std| Hemmung der Katalase- 
Konzentration an Natriumazid alt) gebildete Menge Sauerstoff (ml) aktivitat % 

— 0,053 “= 
Siecle ur rit 0,039 26,4 
6,5 - 10-§ m 0,034 35,3 
1,6 -10-> m 0,027 49,1 
Ser LOR mn: 0,014 73,6 

10-4 m 0,00. 100 


Zur Bestimmung der Hemmung der Katalaseaktivitat durch Natriumazid wurde 
den Azotobacterzellen 1/4, Std vor Zugabe des Wasserstoffperoxyds die entsprechende 
Menge Natriumazid zugesetzt und danach die Katalaseaktivitat der Zellen mano- 
metrisch bestimmt. Bereits bei einer Konzentration von 10-4m Natriumazid wird 
die Katalaseaktivitat von Azotobacter vollstandig gehemmt (siehe Tab. 9). 

Weiterhin wurde der Einflu8 von Natriumazid auf die Atmung von 
wachsenden Azotobacter-Kulturen durch Messung der Sauerstoffauf- 
nahme bei Zusatz von Natriumazid untersucht (Methodik siehe 8. 359). 
Schon durch eine Konzentration von 3 x10-°m Natriumazid wird also 
das Wachstum, d.h. die Zunahme des Sauerstoffverbrauchs je Zeit- 
einheit, vollstandig unterbunden (Abb. 16), waihrend die Atmung durch 
die gleiche Konzentration noch nicht gehemmt wird. Da schon durch 
eine Konzentration von 10-4m Natriumazid die Katalase von Azotobacter 


a 
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vollig inaktiviert wird (Tab. 9), aber die Atmung erst oberhalb einer Kon-. 
zentration von 310-3m Natriumazid vermindert wird, muB die ,,nor-. 
male‘ Atmung katalaseunabhangig sein. Ob Katalase zum Aufbau: 
organischer Substanz, d. h. zum Wachstum benétigt wird, kann aus die-: 
sem Versuch nicht eindeutig geschlossen werden, da Natriumazid auch: 
noch auf andere Fermente als Katalase wirkt. 
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Abb. 16. Sauerstoffverbrauch von wachsenden Azotobacter-Zellen bei Zusatz von Natriumazid. 
(Messung im WARBURG-Apparat bei 25°.) 


Nach Bestimmung der Azidwirkung auf Katalaseaktivitiit und At-. 
mung von Azotobacter konnte gezeigt werden, daB die endogene Atmung 
durch Azid nicht nennenswert beeinfluBt wird. Zellen aus der stationiaren 
Periode eines Beliiftungsversuchs mit einer endogenen Atmung von 
0,0128—0,0152 ml O, je mg Trockensubstanz (WARBURG-Versuch bei 30°) 
wurde 3 x 10-'m NaN, zugesetzt. Die endogene Atmung wurde dadurch 
nicht gehemmt, sondern schwach geférdert. Da bei den angewandten 
Azid-Konzentrationen die Katalase véllig inaktiviert wird, muB die 
endogene Atmung, ebenso wie die ,, normale‘ Atmung, als katalaseunab- 
hingig angesehen werden. 

Der Vergleich der Verainderungen von Katalase- und Reduktions- 
aktivitat hatte in den meisten Fillen einen gegensinnigen Verlauf dieser 
beiden Fermentaktivitiiten ergeben, besonders deutlich in den Ver- 
suchen IIIT D, IV, V. Den Reaktionen liegt wahrscheinlich folgendes 
Reaktionsschema zugrunde (verindert nach LEHNARTz 1952): 

Substrat-H, 


paeiertene O, = Flavinenzym + H,0, 


TTC Katalase 


Formazan H,O + 1/, Og 
Da sich jedoch der Verlaufder Katalaseaktivitit von Azotobacter von dem 
anderer Mikroorganismen unterscheidet (siehe oben), liBt sich aus diesem 
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Schema, das nur eine enzymatische MOglichkeit aufzeigt, der besondere 
Verlauf der Katalaseaktivitit bei Azotobacter nicht ohne vorlaufig un- 
beweisbare Hilfshypothesen deuten. 

Der Anstieg der Katalaseaktivitaét von Azotobacter in der stationaren 
Periode la8t sich auch als eine Begleiterscheinung der Autolyse auffassen, 
und man kénnte beispielsweise auch an eine Entstehung katalaseaktiver 
Stoffe beim Zerfall porphyrinkérperhaltiger Fermente denken. Unsere 
Kenntnisse tiber die einzelnen Vorgiinge bei der Autolyse von Bakterien 
sind jedoch leider noch viel zu unvollkommen, um damit eine Deutung 
des Verlaufs der Katalaseaktivitait versuchen zu konnen. Ferner besteht 
die Moglichkeit, daB die Katalase eine bisher unbekannte Funktion bei 
der oxydativen Bildung von Huminstoffen ausiibt, die ebenfalls erst nach 
Beendigung des Mikroorganismenwachstums einsetzt. 


- Zusammenfassung. 


1. Der Verlauf des Wachstums von Flissigkeitskulturen von Azoto- 
bacter chroococeum wurde durch Bestimmung von Trockensubstanz- 
bildung, Zellvermehrung, Stickstoffbindung, Kohlenhydratverbrauch, 
Kohlensaurebildung, py-Wert, Reduktionsaktivitat und Katalaseaktivi- 
tat bei Variation einzelner Wachstumsfaktoren charakterisiert. 

2. Die Kurven fiir die einzelnen Wachtumsvorgiinge verlaufen jedoch 
nur annahernd parallel, da der EiweiBgehalt der Bakterienmasse im Ver- 
lauf des Wachstums ansteigt, das Gewicht der Einzelzelle sich verringert 
und der dkonomische Koeffizient, als Maf fiir die Energieverwertung, 
abnimmt. Diese ,,normalen* Korrelationen beruhen auf einer vermehrten 
Bildung von nichteiweiBartigen Reservestoffen (zum Teil Kohlenhydra- 
ten) in der Induktionsperiode. 

3. Unter dem Einflu8 verschiedener Wachstumsfaktoren (z. B. Tem- 
peratur, Sauerstoffversorgung) werden die einzelnen Wachstumserschei- 
nungen in unterschiedlicher Weise beeinfluBt, so daB man, je nachdem 
welche Wachstumserscheinung zur Charakterisierung herangezogen wird, 
zu voneinander abweichenden Ergebnissen gelangt. 

4. Der Verlauf der Reduktionsaktivitét zeigt einen Anstieg in der 
Induktionsperiode, ein Maximum in der mittleren Wachstumsperiode 
und einen Abfall zu Beginn der stationiren Periode und entspricht somit 
den allgemeinen Vorstellungen tiber den Verlauf von Enzymaktivititen 
von Bakterienkulturen. Der Verlauf der Katalaseaktivitaéit erweist sich 
dagegen wihrend des gesamten Wachstums als konstant und zeigt erst 
nach Beendigung des Wachstums einen starken Anstieg in der statio- 
naren Periode. 

5. Die Besonderheit des Verlaufs der Katalaseaktivitat steht weder mit 
Anderungen der Permeabilitaét der Zellmembranen noch mit der endo- 
genen Atmung der Zellen in der stationiren Periode in Zusammenhang. 
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6. Am Beispiel von Calcium und Kalium wurde gezeigt, daB die nor- 
malerweise verwendeten Nahrlésungen einen Gehalt an Mineralstoffen: 
haben, der den tatsichlichen Bedarf der Mikroorganismen um ein Viel- 
faches tibersteigt. 

7. Durch Verbesserung der Sauerstoffversorgung (Beliftung oder Er-' 
hdhung der Viscositaét durch Agarzusatz) werden Wachstumsgeschwin- 
digkeit und Gesamtertrag vervielfacht. 

8. Durch Beliiftung wird der dkonomische Koeffizient etwa verdrei- 
facht und die Zusammensetzung der Bakterienmasse wesentlich ver-' 
andert, indem von den Zellen groBe Mengen (70%!) ,,Reservesubstanz” 
gebildet werden. Es handelt sich dabei um noch nicht naher bekanntet 
Zellbestandteile, die sich nicht in die Stoffgruppen Eiwei8, Lipoide, 
Kohlenhydrate oder Chitin einordnen lassen. 

9. Durch 2,4-Dinitrophenol werden Atmung und Wachstum von: 
Azotobacter gleichzeitig gehemmt, in unbeliifteten Flissigkeitskulturem 
wird Dinitrophenol zu Aminophenol reduziert, wobei tiefbraune Kon- 
densationsprodukte entstehen. 


Herrn Prof. Dr. A. RrpPEL-BaLpDEs gilt mein aufrichtigster Dank fiir die Anregung 
zu dieser Arbeit sowie fiir seine zahlreichen wertvollen Hinweise und Ratschlage. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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(Aus dem Pharmakognostischen Institut der Universitat Bonn*.) 


Uber die Aktivitit der Zelloberfliche 
bei der Assimilation von Amino- und Amidstickstoff 
durch Endomycopsis vernalis. 


Von 
HORST KATING. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Eingegangen am 6. Januar 1955.) 


I. Problemstellung. 


Uber die Verkniipfung von Fett- und EiweiSstoffwechsel bei Endo- 
mycopsis vernalis haben STEINER (1938), Herpe (1939) und Raar (1941) 
berichtet. Sie konnten zeigen, daB die Fettbildung aus gleichbleibenden: 
Saccharosemengen bei diesem Organismus weitgehend durch die Hohe: 
der Stickstoffgabe gesteuert wird. Entscheidend fiir eine eiweiB- bzw. 
fettreiche Kultur ist im wesentlichen das N:C-Verhaltnis in der Nahr- 
l6sung. Diese Ergebnisse wurden inzwischen auch an anderen Organismen 
mehrfach bestitigt. Wegen der diesbeziiglichen Literatur vergleiche 
MaaAs-FoOrsTER (1955). Dort wird auch iiber den EinfluB von P- und! 
K-Mangel auf den Stoffwechsel, insbesondere die Fettbildung, von 
Endomycopsis berichtet. 

Die enge Koppelung der Fett- und EiweifSsynthese gab Veranlassung, 
die ersten Schritte bei der Assimilation der von auBen dargebotenen N- 
Quellen eingehender zu studieren, Erste Ansatzpunkte in dieser Richtung 
sind bereits in der Arbeit von Raar (1941) enthalten. 

Es schien wichtig, bei den eigenen Untersuchungen insbesondere an 
einen interessanten Befund von RaarF (1941) (vgl. auch Steer, 1941) 
anzukniipfen. Wurde Hndomycopsis auf Permutit statt auf Quarzsand 
als Unterlage kultiviert, so ergab sich ein wesentlich héherer Grad der 
Verfettung als auf Grund der N-Gabe zu erwarten wire. Dieser Effekt 
trat nicht nur bei Ernihrung mit Ammoniumsalzen auf, sondern auch 
dann, wenn Harnstoff oder Asparagin als N- Quelle gegeben wurde. Auch 
im letzten Falle wurde also ein Teil des dargebotenen Stickstoffs in Form 
von Ammoniak durch den Permutit im AuSenmedium , abgefangen“, 
Daraus kann aber mit einiger Sicherheit geschlossen werden, daB der 


* Teilergebnisse einer von der mathematisch-naturwissenschaftlichen Fakultat 
der Universitat Bonn approbierten Dissertation (D 5) in gekiirzter Druckfassung. 
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Amid- (und Amino-?) Stickstoff des Asparagins wenigstens zum Teil und 
voriibergehend als NH,*+ im AuBenmedium auftritt. Es lag also die An- 
nahme nahe, daB die ersten Reaktionen bei der Assimilation des Aspara- 
gins entweder im AuBenmedium selbst oder an der Zelloberfliche er- 
folgen. Eine Analyse gerade dieser letzten Méglichkeit schien um so mehr 
von Interesse, als in letzter Zeit die Aktivitat der Zelloberfliche bei 
Stoffwechselvorgingen vielfach diskutiert wurde. Eine Ubersicht iiber 
die einschligige Literatur hat erst vor kurzem RotusTErn (1954) ge- 
geben (siehe auch die Diskussion am SchluB, 8. 392, dieser Arbeit). 


II. Methodik. 


Die Kulturmethodik hielt sich im wesentlichen an die Angaben von HEIDE (1939) 
(siehe auch Maas-FOrsreEr, 1955). 

Die Nahrlésung von W6.rTsE wurde je nach dem Versuchszweck abgedndert. 
Insbesondere wurde in vielen Fallen das Asparagin durch andere N-Quellen in 
gewichtsgleicher oder in N-aquivalenter Menge ersetzt. 

Sehr bald stellte sich heraus, daB die tibliche Dampfsterilisation der kompletten 
Nahrlésung unzweckmaBig ist, wenn papierchromatographische Analysen in der- 
selben vorgenommen werden sollen. Bei Asparagin und einigen Aminosauren traten 
jeweils ninhydrinpositive Flecken im Chromatogramm neben denen der N- Quelle 
auf, die als Verbindungen zwischen dem Zucker und der betreffenden N- Quelle 
erkannt wurden. 

Diese durch Hitzesterilisation entstehenden Verbindungen zwischen Amino- 
séuren und Zuckern werden in der auslandischen Literatur MattLarp-Verbindungen 
genannt (vgl. Rocrrs, 1949; Lea, Hannan u. Ronwpszs, 1951; WeicneErt, 1953; 
RaackeE-FeExs, 1953; FRrepMANN u. Kuryz, 1950; GorrscHaLK u. PARTRIDGE, 
1950). Uber die Kinetik der Reaktionen berichten KatcHaLsky u. SHARON (1953). 
Danach reagiert die Carbonylgruppe von Zuckern mit ungeladenen Aminogruppen 
unter Bildung von Glucosiden. Nach RosEz u. Prrerson (1949) verzdgerten die 
Mainiarp-Verbindungen das Wachstum der Milchsaurebakterien. 

Diese Mariuarp-Verbindungen verschwanden zwar im Verlaufe der Kultur. Sie 
wurden also offenbar durch den Pilz verbraucht. In jungen Kulturen stérten sie aber 
die papierchromatographische Analyse der Aminosdéuren. Deshalb wurden die N- 
Quelle und die tibrigen Bestandteile der Nahrlosung getrennt sterilisiert. 

Nahrmedien mit hitzeempfindlichen «-Ketoséiuren wurden durch Membranfilter 
(M 90, Membranfilter-Gesellschaft Géttingen) keimfrei gemacht. 

Auch hinsichtlich der meisten Analysenmethoden (Ernte, Trockengewicht, 
Fett, Zucker, Gesamt-N) kann auf die Arbeiten von Hxrpz (1939) und Maas- 
FORSTER (1955) verwiesen werden. 

Die Bestimmung des Ammoniaks in der Restlésung geschah nach der Methode 
von PucHER, VICKERY u. LeAvENWorTH (vgl. LAINE u. VIRTANEN, 1941). Vor- 
versuche hatten gezeigt, daB damit eine exakte Erfassung von NH,-N neben 
Asparagin moglich ist. Fiir die Bestimmung von Ammoniak neben der viel lockerer 
yebundenen Amidgruppe des Glutamins ist diese Methode allerdings nicht ver- 
wendbar. 

Die Amidgruppe des Asparagins wurde durch Salzséurehydrolyse (1 ml 6 n 
Salzsiure zu 5 ml Analysenlésung) als Ammoniak abgespalten und dann ebenfalls 
nit der Ammoniakdestillationsapparatur nach Pucuer bestimmt. Die Menge des 
Amid-N ergab sich aus der Differenz der Werte fiir den Ammoniak-N vor und nach 


ler Saurehydrolyse. 
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Die Konzentration der Aminogruppen konnte aus der Differenz: Gesamt-N — 
(NH,-N ++ Amid-N) errechnet werden. Es wurden auch quantitative Bestimmunger 
der Amidgruppen nach der Methode von vaN SLYKE (vgl. WINTERSTEIN, 1933) mi 
einer nach Orrrna verbesserten Apparatur von der Firma Hormuth u. Vetter 
Wiesloch bei Heidelberg, durchgefiihrt. Bilanzversuche ergaben eine Ubereint 
stimmung mit den oben angefiihrten errechneten Werten des Amino-N. Gering; 
fiigige Differenzen, die auftraten, lagen innerhalb der Fehlergrenze. — Es wurde 
deshalb aus zeitlichen Griinden der Berechnung des Amino-N der Vorzug gegebeni 

Die papierchromatographische Untersuchungsmethode wurde zur Identi 
fizierung der Aminosauren in der Nahrlosung und der freien Aminosauren im Pilz: 
mycel angewandt. Als unbewegliche Phase diente ausschlieBlich das Papier What: 
man Nr. 1. Die bewaihrten Gemische Butanol-Hisessig- Wasser im Verhaltnis 4:1: 
nach Reep (1950) und wassergesattigte Phenollésung nach Biock (1952) erwieser 
sich fiir die Trennung der Aminosauren als sehr geeignet. Bei Verwendung des letzt; 
genannten Gemisches wurden zur Verhinderung von Schwanzbildungen kleine 
offene Petrischalen von 4cm Durchmesser mit verdiinntem Ammoniak und mi. 
einer Lésung von 100 mg Natriumcyanid in 5 ml Wasser zur Erzeugung eine! 
Ammoniak-Cyanid-Atmosphire in dem Entwicklungsbehalter aufgestellt. 

Es wurde immer eindimensional chromatographiert. In schwierigen Fallen er 
moglichte der Vergleich parallel gelaufener Chromatogramme im Butanol-Eisessig; 
Wasser-Gemisch einerseits und in der Phenollésung andererseits eine genaue 
Identifizierung. 

Die Papierchromatogramme wurden mit Ninhydrin entwickelt. Die qualitative 
Farbreaktion auf Aminoséuren durch Foiry-Reagens (1,2-Naphthochinon-4-sulfon: 
saures Natrium) wie sie Mtrrne (1952) beschreibt, erwies sich fiir die vorliegenden 
Untersuchungen als nicht empfindlich genug, so daB sie trotz ihrer Vorztige — ver: 
schiedene Reaktionsfarbe bei verschiedenen Aminosiuren — nicht benutzt wurde.: 

Als Spezialentwicklungsreagens fiir Prolin und Oxyprolin kam eine 0,3% igs 
Isatinlésung in Butanol mit 4% Essigsiure zur Anwendung (AcHER, FROMAGEOT w 
Justisz, 1950). 

Stérungen im Aminosdéuren-Chromatogramm durch Lésungsgenossen (Salze 
Zucker) wurden bei der WOurTsE-Lésung nicht beobachtet. Die Nahrlésung wurd 
ohne jede Vorbehandlung auf das Papier direkt aufgetragen. 

Die freien Aminosaéuren des Mycels wurden zur papierchromatographischer 
Analyse folgendermaBen gewonnen: Die geerntete, gewaschene und zentrifugiert: 
Pilzmasse wurde sofort in einer Achatschale mit Kieselgur verrieben (gesamte 
Operationsdauer nicht langer als 8 min) und dann mit 70% igem Athanol extrahiert 
Der Extrakt wurde von der Pilz-Kieselgur-Masse mittels engporiger Filter (Blau 
band, Schleicher u. Schiill) getrennt und bei 50° C im Vakuumexsiceator bis au 
etwa '/, ml eingeengt. Hiervon wurden 10 «1 zur papierchromatographischen Ana. 
lyse verwandt. 


Iff. Die Assimilation von Asparagin durch Endomycopsis vernalis. 


Asparagin ist fiir viele Mikroorganismen eine ausgezeichnete N- Quelle 
Kine genaue Analyse der Schritte, die zu seiner Assimilation durch der 
Versuchsorganismus fiihren, ist von Interesse, weil der Stickstoff i 
diesem Falle sowohl in einer Amid- als auch in einer Aminogruppe vorliegt 
Ks sollte bei diesen Untersuchungen zunichst Klarheit gewonnen werden 
ob das Asparagin als solches in die Zelle aufgenommen wird oder ers' 
nach Desamidierung und Desaminierung als Ammonium assimiliert wird 
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Die Literatur (vgl. SupNrmwsk1, 1924; Scumatruss u. Morus, 1930; Baca, 
1928) gibt auf diese Frage keine klare Antwort. In einer spateren Arbeit zeigte 
Motues (1940), daB bei allen von ihm untersuchten Mikroorganismen der Gattung 
Saccharomyces, Penicillium, Aspergillus u.a. in das Nahrmedium gebrachtes 
Asparagin oder Glutamin unter primarer Hydrolyse der Saéureamidgruppe schnell 
gespalten wird. Weil dieser Autor im zellfreien Ansatz keine fermentative Desami- 
dierung nachweisen konnte, schloB er, daB diese in den Zellen selbst stattfande und 
da die Spaltprodukte, in erster Linie das Ammoniak, schnell exosmieren. Die 
Ergebnisse von STEINER (1941) und RaaF (1941) mit Permutitkulturen, die auf eine 
extracellulare Abspaltung von NH,* aus dem Asparagin der Nahrlésung schlieBen 
lassen, wurden bereits in der Einleitung (S. 368) erwahnt. 

In diesem Zusammenhang sei auch auf die Méglichkeit einer Umamidierun g 
von Amidgruppen im N-Stoffwechsel hingewiesen, auf die einige Autoren aufmerk- 
sam machen (LEUTHARDT, 1938, 1940, 1941; Morus, 1940; Suurrne u. Grasow, 
1953). 


1. Der Abbau der Amino- und Amidgruppen des Asparagins 
durch wachsende Kulturen von Endomycopsis vernalis}. 


a) Versuche mit 1% Asparagin als N-Quelle. 


Versuchsanordnung. 14 Kulturschalen mit normaler W6ttTsn-Nahrlésung wurden 
mit einer Zellsuspension von Hndomycopsis vernalis beimpft. Ernte des Pilzes und 
Aufarbeitung der Nahrlésung (Bestimmung von NH,-, Amid- und Amino-N) jeweils 
nach den in Tab. 1 angegebenen Zeiten. Alle Zahlen der Tabelle sind Mittelwerte aus 
je zwei getrennt aufgearbeiteten Parallelkulturen. 


Tabelle 1. Kultur von Endomycopsis vernalis auf 1% Asparagin?. 


Atierider ; In der Nahrlésung 
Kultur in Gewicht 
Tagen der Pilzernte Gesamt-N NH,-N Amid-N Amino-N 
mg mg mg mg 
0 _— 26,00 Spur 12,60 13,40 
1,5 Spur 25,90 0,24 12,40 13,26 
2,25 27,70 21,47 0,33 9,57 11,57 
2,75 100,40 14,45 0,74 5,38 8,33 
335 289,40 4,68 0,51 1,20 2,97 
4 420,00 1,33 0,23 0,40 0,70 
a 407,50 1,55 0,55 — 1,00 
12 341,00 3,02 1,78 — 1,24 


Es zeigte sich, daB die Amidgruppe sehr viel rascher verbraucht wird 
als die Aminogruppe. Dieses Verhalten wird besonders am 2. und 3. Tage 
nach Kulturbeginn deutlich. Stets ist Ammonium-N in der Nahrlésung 
nachweisbar, am starksten (0,74 und 0,51 mg) am 2. und 3. Tage, also 
zur Zeit des kraftigsten Wachstums. Der Versuchsorganismus gehort 
also in seinem Verhalten zu einem als N- Quelle gebotenen Aminosaure- 


1 Siehe auch die vorlaufige Mitteilung von STEINER u. Katrine (1953). 

2 Die Differenz der Anfangswerte fiir Amid- und Amino-N ist auf einen merk- 
lichen Gehalt des verwendeten Asparagins an freier Asparaginsaure zuriickzufiihren, 
der auch papierchromatographisch nachgewiesen werden konnte. 
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amid zu demjenigen Typus, den Moruzs (1940) bei seinen Untersuchun+ 
gen bei Pilzen allgemein angetroffen hat. Die sekundare, unter den ge- 
wahlten Kulturbedingungen etwa vom 5. Tage an auftretende Ver- 
mehrung des Amino-N im AuSenmedium kann hier auBer Betracht 
bleiben. Sie 148t sich unschwer auf Abbauvorgiinge in alternden Zelleni 
zuriickfiihren, die sich auch in der Abnahme des Pilzgewichtes andeuten, 
Nach 12 Tagen Kulturdauer hat das Trockengewicht infolge des Zucker-' 
verbrauches der Nahrloésung (bereits am 5. Tage ist kein Zucker in der 
Nahrlésung mehr nachzuweisen) von 420 mg am 4. Tage auf 341 mg am: 
12. Tage abgenommen. 

Die quantitative Analyse der verschiedenen Stickstoffgruppen im 
AuBenmedium stiitzt die Ergebnisse von RaaF und ergiinzt sie. RaaFs 
SchluBfolgerung auf Grund seiner Permutitversuche, daf das Asparagini 
erst nach Abspaltung von Ammoniak assimiliert wird, wird durch dies 
in Tab. 1 wiedergegebenen Ergebnisse bestiatigt. Bei der Nutzung des: 
Asparagins durch den Pilz wird zuerst die Amidgruppe angegriffen. 

Das Auftreten von Aminogruppen und Ammoniak durch eventuelle: 
Autolyse des Versuchsmaterials ist auf Grund der Vorzucht und desi 
jungen Alters der Kulturen kaum anzunehmen. 


b) Versuche iiber einen zellfreien Abbau des Asparagins. 


Morus (1940) nahm an, daB die Desamidierung des Asparagins inner- 
halb der Zelle erfolge (siehe 8.371) und daB das Ammoniak rasch exosmiere. 
Nach den Analysen der Tab. 1 miiBten dann aber neben Ammoniak in: 
Weiterverfolgung dieser Auffassung auch Trager von Aminogruppen aus- 
geschieden werden, da diese immer in stirkerer Konzentration im 
Aufenmedium vorhanden sind, als die Amidgruppen. Abgesehen 
davon, daf selbst bei Annahme dieser Anschauung immer noch nicht die 
Permutitversuche von Raa¥ eine befriedigende Erklirung erfahren 
wiirden, sollten in weiteren Versuchen nahere Anhaltspunkte iiber eine 
»extracellulire Spaltung des Asparagins bei Endomycopsis vernalis 
gefunden werden. } 

Alle Versuche, eine zellfreie Spaltung des Asparagins herbeizufihren, 
verliefen aber, ebenso wie die gleichen Versuche von Moruss, negativ. 

Versuchstechnisch wurde dabei folgendermaBen vorgegangen: Die Restnahr- 
lésung wurde nach drei Tagen Kulturdauer auf 1% Asparagin als N- Quelle keimfrei 
von den Zellen getrennt und zu jeweils 5 ml der Restnihrlésung die gleiche Menge 
einer 0,1 molaren Asparaginlésung zugefiigt. Nach Bestimmung der Amid- und 
Aminogruppen und des Ammoniaks in der Ausgangslésung erfolgten weitere 
Analysen in Abstiinden von 6 Std. 

Trotzdem ist kein zwingender Grund vorhanden, die Abbauprozesse 
des Asparagins mit Moruxs in die Zelle zu verlegen. Die negativen Ver- 
suche tiber eine zellfreie Spaltung in Verbindung mit den Permutit- 
versuchen von Raar und den Analysenergebnissen aus der Tab. 1 
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lassen es als sehr wahrscheinlich erscheinen, da hier eine Reaktion in der 
Zelloberfliche des Organismus vorliegt. Diese naheliegende Méglich- 
keit schlagt auch eine Briicke zu den Versuchen von Morues und deutet 
einen Befund dieses Autors, der in seinen Organismen bei den Desami- 
dierungsversuchen niemals Asparagin oder Glutamin in der Zelle fest- 
stellen konnte. 


c) Asparaginabbau bei N-Mangelkulturen. 

Nach Foster (1947) miissen die bei Kulturversuchen mit Mikroorganismen ent- 
stehenden Intermediarprodukte unter dem Gesichtspunkt eines ,,luxurierenden 
Stoffwechsels“ kritisch betrachtet und gepriift werden. 

Um den Einwand zu zerstreuen, daB das Auftreten von Ammoniak und 
die verschieden starken Konzentrationen von Amino- und Amidstickstoft 
im Kulturmedium auf Exkretion infolge eines ,,luxurierenden Stoff- 
wechsels‘‘ zurtickzufithren sei, wurde eine N-Mangelkultur (mit 
Asparagin) untersucht. Die Tab. 2 bringt das Ergebnis eines Ver- 
suches, der in seiner Anordnung genau dem der Tab. 1 entspricht, nur 
da 1/,% Asparagin (an Stelle von 1%) geboten wurde. Nach HEE 
wird der Stoffwechsel des Versuchsorganismus bei 1/,°/ Asparagin als N- 
Quelle schon zu starker Fettbildung veranlaBt: 6,45°% Fett in der 
Trockensubstanz bei 1°% Asparagin gegeniiber 38,3% bei 1/,°% Asparagin. 


Tabelle 2. Abbau des Asparagins im N-Mangelversuch mit 1/,% Asparagin. 


Alter Gewicht In der Nahrlésung 
ae een oe nana: Gesamt-N NH,-N Amid-N Amino-N 
mg mg mg | mg 

0 — 6,65 — 3,23 3,42 
2 18,80 5,82 0,18 1,89 Seles} 
2,75 94,70 1,56 © 0,25 0,35 1,21 
3,25 161,10 0,81 — — 0,81 
4 243,00 0,47 0,10 — 0,37 
5 320,90 0,57 0,12 = 0,45 
7 313,50 1,16 0,36 — 0,80 


Die Aufarbeitung der Restnahrlésung ergibt die gleichen GesetzmaBig- 
keiten wie bei der Kultur auf 1% Asparagin. Auch hier ist deutlich ein 
schnellerer Abbau der Amidgruppe des Asparagins festzustellen (siehe die 
Amino- und Amidwerte nach 2 und 2,75 Tagen). Ein Unterschied zu den 
Analysen der Tab. 1 besteht lediglich in einem rascheren Verbrauch der 
geringeren N-Mengen aus der Nahrlésung. — Die starke Zunahme des 
Trockengewichtes am 4. und 5. Tage, nach Erschdpfung der N- Quelle, 
beruht auf einer sekundaren Fetteinlagerung. Der Wert des Gesamt-N der 
Trockensubstanz bleibt dabei unverandert. Eine Analyse des Restzuckers 
in der Nahrlésung ergab, daB im Gegensatz zu den Versuchen in Tab. 1 
am 5. Tage noch 540 mg und am 7. Tage noch 240 mg vorhanden waren. 


- 


a 
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Der zuletzt beschriebene Versuch bestiatigt die Ergebnisse der Tab. * 
und spricht gegen den Einwand eines anormalen ,,luxurierenden“ Stoff' 
wechsels. Zur Klirung des Problems, ob die einleitenden Schritte de: 
Assimilation des Asparagins bereits an der Zelloberflache ablaufen: 
wurde eine Reihe weiterer Versuche durchgefihrt. 


d) Asparaginabbau durch Umpflanzkulturen nach N-arme? 
Vorzucht. 


Kulturen von Endomycopsis vernalis, die mit 1/,°% Asparagin — also als 
N-Mangelkulturen — vorgezogen und dann auf normale Niahrlésungen 
mit 1% Asparagin als N- Quelle umgepflanzt wurden, versprachen eir 
noch klareres Bild von dem in den vorhergehenden Abschnitten beob: 
achteten Abbau des Asparagins in der Zelloberflaiche zu geben: 1. lag ir 
diesem Falle eine junge, aber voll entwickelte Myceldecke vor, die einer 
raschen Ablauf der Abbaureaktionen erwarten lie8, 2. war auBerdem 
durch den vorhergehenden N-Mangel des Organismus ein verstarkte1 
Angriff auf die N- Quelle zu erwarten. 

Versuchsanordnung. Es wurden 32 Kulturen auf WortseE-Nahrlésung mit 1/,% 
Asparagin 3°/, Tage lang vorgezogen. Danach wurden die Filtrierpapierscheiben mit 
der entwickelten Myceldecke fiir 6 Std auf Kulturschalen mit einer WétTs5-Nahr: 
lésung ohne Zucker und ohne N- Quelle umgepflanzt, um anhaftende Spuren der 
alten Nahrlosung zu entfernen. Erst danach erfolgte die Umpflanzung von je lé 
Kulturen auf 1.) normale Wé.rsn-Nahrlésung mit 1% Asparagin als N- Quelle: 


2.) WoxTsE-Nahrlésung mit 1% Asparagin als N-Quelle, aber ohne Zucker. Alle 
Werte der Tab. 3 und der Abb. 1 sind Mittelwerte aus je zwei Parallelkulturen. 


Tabelle 3. Umpflanzkulturen auf 1% Asparagin nach N-armer Aufzucht. 


ses Trockensubstanz 
Versuchsreihe der Kultur 
in Stunden | Trockengewicht Gesamt-N Fett 
mg mg mg 
—_— SSeS 
a) mit Zucker . . . . | Umpflanzung 291,7 5,80 89,2 
1 (342,3) (8,75) (105,0) 
3,5 311,3 8,70 91,0 § 
6,5 346,8 11,90 98,5 
11,5 384,7 13,40 102,0 
15 408,4 16,90 (93,2) 
25 527,9 23,50 107,0 
50 | 691,6 30,40 113,0 
b) ohne Zucker. . . . | Umpflanzung 291,7 5,80 89,2 
1 273,8 7,45 81,0 
3,5 283,2 9,00 93,5 
6,5 300,3 11,70 94,0 
11,5 291,5 11,40 84,0 
15 315,3 14,90 84,0 
25 342,9 14,80 83,3 
50 330,5 13,80 76,0 
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Kin Vergleich der Umpflanzkulturen auf Nahrlosungen mit und ohne 
Zucker bringt zuniichst folgende Ergebnisse (Tab. 3): 

In Versuchsreihe a (mit Zucker) geht dem regelmaBigen Anstieg des 
Trockengewichts (400 mg) die Zunahme des Gesamt-N in der Trocken- 
substanz parallel (nur der Wert nach 1 Std fiigt sich nicht ganz in den 
stetigen Anstieg ein). Die absolute Fettzunahme wiahrend der Kultur- 
_dauer ist gering. Das alles entspricht ganz dem Verhalten in N-reichen 


mg 
15 


a.) mit Zucker 


zk 


Amino-N 


0 70 40 50 


20 30 
Stunden 


Abb. 1. Amino-, Amid- und NH,-N in der Restnahrlésung von Umpflanzkulturen auf 1% Asparagin 
mit Zucker (a) und ohne Zucker (0). 


Kulturen (vgl. Tab. 1). Bei Versuchsabbruch war fast der gesamte 
gebotene Stickstoff bis auf einen geringen Rest von 1,26 mg vom Pilz 
assimiliert. 

Die Umpflanzkultur ohne Zucker (Versuchsreihe b) zeigt demgegen- 
tiber eine nur geringe Zunahme des Trockengewichtes — 50 mg nach 
50 Std Kulturdauer —, eine Assimilation von nur 10 mg Stickstoff (bei 
25,50 mg N in der Ausgangslésung!) und eine geringe Fettabnahme. 

Noch wichtiger fiir unsere Fragestellung sind die in Abb.1 dar- 
gestellten Ergebnisse der Analyse der N-Fraktionen in der N ahrlésung. In 
der Umpflanzkultur mit Zucker (Abb. 1a) ist nach 50 Std praktisch der 
gesamte Stickstoff aus dem Nahrmedium verschwunden. Bei einer 
normal anwachsenden Kultur (Tab. 1) war dies erst nach etwa 4 Tagen 
der Fall. Die Amid- und die Aminogruppe werden gleichmaBig und stetig 


. 
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aus der Nahrlésung verbraucht. Dabei zeichnet sich der ,,asymmetrische* 
Abbau des Asparagins deutlich ab: die Amidgruppe verschwindet 
rascher als die Aminogruppe. Die maximale Differenz zwischen Amino- 
und Amid-N wird nach 15 Std mit 5,39 mg festgestellt. Bei normaler 
Kultur (Tab. 1) war die héchste Differenz mit 2,95 mg nach 2,75 Tagen 
gefunden worden. Uberraschenderweise geht dem kraftigen Abbau der 
Amidgruppe keine bedeutendere NH,-Anhaufung parallel: der Héchst- 
wert des NH,-N liegt hier bei 0,85 mg nach 25 Std, gegeniiber 0,75 mg 
nach 2,75 bei der Normalkultur. Das weist auf eine rasche Assimilation 
des bei der Desamidierung des Asparagins entstehenden Ammoniums hin, 

Den Beweis fiir diese Anschauungen liefern die in der zuckerfreien 
Parallelkultur (Abb. 1b) gewonnenen Ergebnisse. Hier verschwindet der 
Amid-N zwar annihernd gleich schnell aus der Nahrlésung wie im Ver- 
such a. Der NH,-N hiauft sich aber bei Fehlen einer auBeren C- Quelle in 
der Nahrlésung um so mehr an. Vergleicht man damit die Abnahme des 
Amino-N, so stellt man fest, da dieser nicht weniger stark assimiliert 
wurde als der NH,-N. Bei einer Gesamtmenge von 10 mg N, die mit Hilfe 
der im Mycel vorhandenen C-Reserven aus der Nahrlésung assimiliert 
wurden, entfallen etwa 6,0 mg auf die Aminogruppe des Asparagins. Der 
asymmetrische Abbau des Asparagins ist noch deutlicher als im Versuch a. 
Nach 50 Std ist der gesamte Amid-N abgespalten; er bleibt zu einem 
guten Teil als NH,-N unverarbeitet liegen. Demgegeniiber bleibt der 
Gehalt des AuBenmediums an Amino-N von der 25. Std praktisch un- 
verandert (etwa 7,5—8,5 mg). 

Es bestatigt sich also, daB der erste Angriff des Pilzes auf die Amid- 
gruppe des Asparagins erfolgt und daf diese bei Zuckergegenwart von den 
Zellen rasch weiterverarbeitet wird, wiihrend sie sich beim Fehlen einer 
C- Quelle zum groBen Teil als NH,-N im Kulturmedium anreichert. 


2. Papierchromatographische Analysendes Nahrmediums von 
Kulturen auf Asparagin. 


Nach den bisherigen Versuchen wire offenbar anzunehmen, daB sich im 
Kulturmedium vor vélligem Verbrauch der N- Quelle auBer Asparagin die 
durch Desamidierung entstehende Asparaginsiiure nachweisen lieBe. Die 
papierchromatographische Analyse zeigt aber, daB die Verhiltnisse 
wesentlich komplizierter liegen, denn neben diesen beiden Substanzen 
kann bereits am 2. Tage bei den normal aufwachsenden Kulturen auch 
Glutaminsiiure, am 3. Tage auBerdem Alanin nachgewiesen werden. 
Tab. 4 zeigt in der zeitlichen Reihenfolge das Auftreten der verschiedenen 
Aminosaéuren in dem Kulturmedium der Kultur auf 1% Asparagin (vgl. 
auch Tab. 1). 

Ks ergibt sich bei der Betrachtung der Analysen die iiberraschende 
Tatsache, dafs die Asparaginsaure, die als erstes und stiarkstes Produkt 
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aus der Desamidierung erwartet wird, schon im AuBenmedium einem 
so kraftigen Umbau unterliegt, daB sie am 3. Tage der Kulturdauer 


Tabelle 4. Das Auftreten von Aminosiuren im Kulturmedium bei 1% Asparagin als 


N-Quelle. 
0 a a a a a ae 
Alter Aminoséuren im Kulturmedium 
der Kultur i ; 
: spara, 
in Tagen N. Nciactio) Asparaginsiiure Glutaminsiiure Alanin 
oo oe el a ES ee a a ee ees eee 
a9 Sins =o ne = T 
2,0 Se tte oP aa = 
3,0 Set + pee a 
3,5 4 a = = 


(Die Anzahl der + ++ gibt in dieser und den folgenden Tabellen halbquantitativ 
die Konzentrationsverhaltnisse der auftretenden Aminosiuren wieder.) 


sogar in geringerer Konzentration auftritt als die Glutaminsaure. Die 
Tab. 5a und b zeigt die Ergebnisse papierchromatographischer Analysen 
des Naihrmediums von Asparaginkulturen, die (entsprechend den Ana- 
lysen der Tab. 3a und b) nach N-armer Vorzucht auf die WéiTsE-Nahr- 
lésung, einmal mit und einmal ohne Zucker, umgepflanzt wurden. 
Wiederum sind im Zusammenhang mit dem Asparaginabbau bereits 
nach 12 Std im Kulturmedium beider Ansitze Asparaginsiure, Glutamin- 
siiure und Alanin nachweisbar. Uberdies tritt sowohl in der Kultur mit 
Zucker als auch ohne Zucker zu diesem Zeitpunkte y-Aminobuttersaure 
auf. Ein Unterschied besteht in den beiden Ansatzen nach 12 Std Kultur- 
dauer nicht. Im Vergleich mit den normal aufgewachsenen Kulturen 


Tabelle 5. Aminosdéuren im Kulturmedium von Umpflanzkulturen auf 1% Asparagin. 


Kulturdauer Aminosduren im Kulturmedium 
Versuchsreihe dm, Stunden 
nach Asparagin | Asparagin- | Glutamin- : y-Amino- 

Umpflanzung | (N- Quelle) siure siure Alanin buttersiure 
a) 12 sates cha-taehy aad + cae 
mit 25 a+ ++ ++ _ — 
Zucker 50 — + + _ _ 
b) 12 AP apen ot siyet aie “ts + 3h ae 
ohne 25 ssi Saaaels as 7 = 
Zucker 50 — ese se ae + oF = 


(vgl. Tab. 4) sind bei diesen Umpflanzkulturen die auftretenden Amino- 
sauren in starkerer Konzentration im AuSenmedium vorhanden. Bei den 
kurzfristigen Versuchen tritt der ,,primire Akt‘ der Desamidierung des 
Asparagins durch eine stérkere Anhaufung der Asparaginséure im 
Medium deutlicher hervor. 
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Bei der Fortdauer der zwei Umpflanzkulturen zeigen aber die Ergeb- 
nisse der papierchromatographischen Analysen der Kulturmedien 
deutliche Unterschiede. Die Umpflanzkultur mit Zucker entspricht in 
dem Verbrauch der N-Substanzen aus dem Nihrmedium der normalen 
Kultur der Tab. 4: Die Aminosdéuren im Kulturmedium nehmen rasch ab, 
— Bei der Umpflanzkultur ohne Zucker verschwindet das Asparagin im 
gleichen Tempo aus der Nahrlosung wie in der Parallelkultur mit 
Zucker. Im Gegensatz zu dieser hauft sich aber die Asparaginsaéure sehr 
stark im Kulturmedium an. Auch Alanin ist nach 50 Std noch deutlich 
nachzuweisen. Diese starke Anhaufung der Asparaginsiure ist ohne 
weiteres auf den Mangel an C-Geriisten in der Kultur ohne Zucker 
zurtickzufiihren, der eine Aufnahme und eine ,,Weiterverarbeitung‘ der 
aus der Desamidierung resultierenden Asparaginsdéure verhindert (vgl. 
Tab. 3 und Abb. 1). 

Zusammengefabt laBt sich also sagen, daB im AuBenmedium nicht 
nur die Produkte der Desaminierung des Asparagins, nimlich Ammo- 
niak und Asparaginsaure gefunden werden, sondern auch gewisse 
andere Aminosauren (Glutaminsaure,«-Alanin!,y-Aminobutter- 
séuret, wobei die Entstehung letzterer durch Decarboxylierung der 
Glutaminsdure mit gutem Recht vermutet werden kann). 

Ks erhebt sich nun die Frage, ob die Desamidierung und die Prozesse, 
die zum Auftreten sekundarer Aminoséuren im AuBenmedium fiihren, als 
Reaktionen der Zelloberfliiche betrachtet werden diirfen und ob diese 
Vorginge einleitende Schritte der N-Assimilation darstellen. 

Fir die Beantwortung dieser Frage scheinen zunachst folgende Tat- 
sachen von Bedeutung zu sein. 1. Es handelt sich um junge Kulturen, die 
sich in der Phase stirkster Substanzvermehrung befinden. 2. Die im 
Aufenmedium auftretenden ,,sekundiiren‘‘ N-Verbindungen werden 
rasch verbraucht, wenn auBere C-Quellen zur Verfiigung stehen. 3. Die 
Desamidierung des Asparagins und das Auftreten der sekundiren 
Aminosiiuren im AuSenmedium sind zeitlich eng gekoppelt. 4. Die auf- 
tretenden Aminosiuren sind mit Ausnahme der y-Aminobuttersaure, des 
Decarboxylierungsproduktes der Glutaminsiiure, als die ,,Grundamino- 
siuren‘ bekannt, die durch lebhafte Umaminierungsreaktionen mitein- 


* Papierchromatographisch wurde festgestellt, daB f-Alanin als ein eventuelles 
Decarboxylierungsprodukt der Asparaginsiure nicht auftritt. «- und f-Alanin haben 
zwar bei Verwendung des Butanol-Eisessig-Wasser-Gemisches den gleichen R,-Wert, 
jedoch laBt sich die 6-Verbindung durch die hellblaue Farbung ihres Fleckes bei der 
Ninhydrinreaktion sofort mit Sicherheit erkennen. Die y-Aminobuttersiure wurde 
durch ihre Ry-Werte im Butanol-Eisessig-Wasser- und im Phenolgemisch und auBer- 
dem noch durch die Spezialreaktion von C. E. Dent u. CRUMPLER (1949) identi- 
fiziert: Kin Sperriegel von basischem Kupfercarbonat hemmt die Wanderung der 
a-Aminosiuren auf dem Papierchromatogramm. Die Aminobuttersaure unserer 
Versuche wurde nicht gehemmt: es handelt sich also um die y-Verbindung. 
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ander verbunden sind. 5. Das Kulturfiltrat ist gegeniiber Asparagin 
enzyminaktiv. 

Daraufhin li®t sich folgende Vorstellung bilden: An der Zelloberfliche 
lokalisierte Enzymkomplexe desamidieren das Asparagin. Der ent- 
standene NH,-N wird rascher von den Zellen resorbiert als der Amino-N. 
So kommt es zur analytisch gefundenen Differenz zwischen Amino- und 
_ Amid-N. Die durch die quantitative Bestimmung erfaBten Amino- 
gruppen gehoren aber nicht nur dem Asparagin und der Asparaginsiiure 
an, sondern auch der Glutaminsadure, dem «-Alanin und der y-Amino- 
buttersadure, die gleichfalls einer Enzymaktivitat der Zelloberfliche ihre 
Entstehung verdanken. Eine weitere Erklirung kann erst durch die im 
folgenden wiedergegebenen Versuche geliefert werden. 


IV. Die Assimilation von Ammoniumsuccinat, Asparaginsdure, 
Glutaminsaure, a-Alanin und y-Aminobuttersaure. 


Die bei der Assimilation des Asparagins feststellbaren Prozesse fiithren 
zu der Frage, ob auch bei anderen N- Quellen ahnliche Reaktionen statt- 
finden. Zunaichst wurden diejenigen N-Verbindungen untersucht, die bei 
der Asparaginkultur im Aufenmedium auftreten: Asparaginsiure, 
Glutaminsaure, «-Alanin, y-Aminobuttersiure und Ammonium (als 
Ammoniumsuccinat). Von diesen Versuchen wurde eine Aufklairung tiber 
folgende Fragen erwartet: 1. Welche N-Verbindungen treten im Nahr- 
medium auf, wenn die genannten Stoffe als N-Quelle geboten werden? 
2. Stehen die bei der Asparaginassimilation im Medium sekundar 
auftretenden Aminosiuren in einem direkten Zusammenhang mit denen, 
die sich im Mycel bilden? 3. Sind zellfreie Enzyme wirksam ? 


1. Die papierchromatographische Analyse der Nahrlosungen 
von Umpflanzkulturen auf Ammoniumsuccinat, Asparagin- 
siure, Alanin und y-Aminobuttersadure. 


Versuchsanordnung. Wiederum wurde mit Umpflanzkulturen gearbeitet, die nach 
N-armer Vorzucht (/,% Asparagin) auf Nahrlésungen tibertragen wurden, die in N- 
Aquivalenten zu 1% Asparagin folgende N-Verbindungen enthielten: 1. Asparagin; 
2. Asparaginsiure; 3. Glutaminsiure; 4. Alanin; 5. y-Aminobuttersiure; 6. Am- 


moniumsuccinat. 
Papierchromatographische Analysen der Nahrlésungen wurden 0, 2, 10, 15 und 


25 Std nach der Umpflanzung durchgefihrt. 

Tab. 6 bringt die papierchromatographischen Analysen der Nahr- 
lésungen nach 10 Std Versuchsdauer. Zu diesem Zeitpunkt ist erfahrungs- 
gemaB bei vorgebildeter Myceldecke ein Hohepunkt des Umsatzes in der 
Nahrlosung zu erwarten. 

Bei dem Kulturversuch mit Asparaginsiure als N-Quelle treten zu- 
siitzlich im Au8enmedium Spuren von Glutaminsiure und Alanin auf 
(vgl. dazu die Analysen der Asparaginkultur in der obersten Spalte). Die 
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Kultur auf Glutaminsiiure zeigt zu diesem Zeitpunkt neben einer Spur 
von Asparaginsaure ein mittelstarkes Auftreten von y-Aminobuttersaure. 
— Bei den Versuchen mit Ammoniumsuccinat, Alanin und y-Amino- 
buttersiure ist keine andere N-Verbindung als die N- Quelle selbst im 
AuBenmedium nachzuweisen. Auch die Kultur auf Ammoniumsuccinat 
zeigt keine sekundér im AuBenmedium auftretende Verbindung. — 


Tabelle 6. Aminosduren im AuBenmedium von Kulturen auf Néhrlosungen 
mit verschiedenen N-Quellen, 10 Std nach Umpflanzung. 


Aminosduren im Kulturmedium 
N- lle in der N&hrlésun, ; 
pas F : Asparagin- | Glutamin- \iian} y-Amino- 
Asparagin sdure sdure pis buttersaure 

Asparagin . .). .1.: & +H+t+ ++ + Spur ++ 
Asparaginsiure. ... . - +4+4++ Spur Spur — 
Glutaminsiure..... — Spur +4+4+4+ _ +4: 
AGING atria chase <a —S _ — +4+++ a 
y-Aminobuttersdure. . . a — = ier 
Ammoniumsuccinat . . . _ _— = a —— 


Diese Befunde wurden durch mehrere Versuchsreihen, sowohl mit normal 
aufgewachsenen Kulturen als auch mit Umpflanzkulturen nach N-armer 
Vorzucht, gesichert. Auch Versuche, bei denen der Pilz vorher an die 
jeweilige N- Quelle des Hauptversuches adaptiert wurde, brachten keine 
anderen Ergebnisse. 


Nach diesen Untersuchungen scheint das starke Auftreten von 
Asparaginsdure, Glutaminsiure, Alanin, y-Aminobuttersiure und 
Ammoniak fiir die Asparaginkulturen allein spezifisch zu sein. Die An- 
nahme, daB ihr Auftreten mit der Desamidierungsreaktion an der Zell- 
oberflache in Beziehung steht, gewinnt damit an Wahrscheinlichkeit. Das 
schwache Auftreten von Glutaminsiiure und Alanin in der Asparagin- 
siurekultur und von Asparaginsiiure und y-Aminobuttersiure in der 
Glutaminsaurekultur steht offensichtlich in Beziehung zu den Um- 
setzungen, die beim Asparaginabbau beobachtet wurden. 


Diese Versuchsergebnisse geben allerdings noch keinen endgiiltigen 
AufschluB dariiber, ob das Auftreten dieser ,,sekundiren‘‘ Aminosiuren 
auf Reaktionen an der Zelloberflache zuriickzufiihren ist. Es bleibt 
die Moéglichkeit einer Ausscheidung der genannten Aminosiduren 
infolge spezifischer Stoffwechselprozesse bei der Darreichung von 
Asparagin, Asparaginsiure und Glutaminsaure offen. SchlieBlich muB 
auch hier an eine Wirksamkeit spezifischer Enzyme im AuBenmedium 
gedacht werden. Zur Entscheidung unter diesen Méglichkeiten sollten die 
Ergebnisse der nachsten Versuche beitragen. 
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2. Das Wachstum des Pilzes auf Ammoniumsuccinat, Aspara- 
ginsadure, Glutaminsaure, Alanin und y-Aminobuttersaiure 
als N- Quelle. 


Eine genaue quantitative Aufarbeitung von Parallelkulturen sollte 
zunichst zeigen, wie Wachstum und Stoffwechsel des Pilzes verlaufen, 
wenn die oben genannten N -Verbindungen an Stelle von Asparagin als 
_N- Quelle geboten werden. 

Versuchsanordnung. Es wurden 5 parallele Kulturreihen angesetzt mit Asparagin- 
sdure, Glutaminsaure, Alanin, y-Aminobutterséure und Ammoniumsuccinat als N- 
Quelle. Die Mengen waren jeweils N -aquivalent zu 1% Asparagin. — Ernte des 
Pilzes und Aufarbeitung der Nahrlésung erfolgte nach der tiblichen Methode. Tab. 7 

bringt zunachst die Trockengewichte, die Fettmenge und den Gesamt-N im 
Trockengewicht aller 5 Versuchsreihen nach den in der Tabelle angegebenen Ernte- 
zeiten. Die Analysenzahlen sind wiederum Mittelwerte von je zwei Kulturen. 

Es zeigt sich fiir die verschiedenen N-Quellen eine iiberraschende 
Gleichwertigkeit in bezug auf die Bildung von Trockensubstanz, Fett und © 
den Gesamt-N. Die Daten stimmen gut mit denen der 1 % igen Asparagin- 
kultur tiberein (vgl. Tab. 1). Die geringfiigigen Schwankungen einzelner 
Werte sind auf individuelle Unterschiede der Kulturschalen zuriick- 
zuruhren. . 

Auf Grund der sehr groBen Produktion an Trockensubstanz und Ei- 
weifi (vgl. auch die Untersuchungen von Herpe u. Raar) sind die 
gepriften N-Verbindungen insgesamt zu den guten N-Quellen zu 
rechnen. 


3. Die Analyse der Stickstofffraktionen in der Nahrlosung. 


Die der Tab.7 entsprechenden Analysen des Nahrmediums auf 
Ammoniak-N und Amino-N sind in Tab. 8 wiedergegeben. Sie lassen 
ebenfalls eine durchgehende GleichmaBigkeit fiir die einzelInen N- Quellen 
erkennen. Alle Analysen der Restnahrldsungen auf Amid-N waren 
negativ. In allen Aminosauren-Nihrlosungen treten geringe Mengen von 
Ammoniak auf. Bemerkenswert ist in Tab. 8, daB in dem AuBenmedium 
der Ammoniumsuccinatkultur keine Aminogruppen auftreten. Der 
geringe Amino-N am 6. Kulturtag ist sicherlich auf einsetzende Autolyse 
zuruckzufiihren. 

Die soeben gebrachten Analysen stehen gegen den Einwand, daB das 
Fehlen solcher ,,sekundarer‘‘ Aminosaéuren bei den Ammoniumsuccinat-, 
Alanin- und y-Aminobuttersdéurekulturen auf unterschiedliche Wachs- 
tumsvorgiange mit spezifischen Folgen zuriickzufiihren sei. Es kann auf 
eine biologische Gleichwertigkeit dieser Verbindungen als N- Quelle 
geschlossen werden: das ergibt sich auch aus der durchgehenden Gleich- 
formigkeit in der Produktion von Trockensubstanz, Fett und Eiwei8 und 
aus der gleichen Geschwindigkeit der Assimilation aller untersuchten N- 


Quellen. 


- 
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4. Papierchromatographische Analysen der freien 
Aminosauren im Mycel. 


Ks schien weiterhin von Wichtigkeit, zu erfahren, ob die aus den Tab. 7 
und 8 erwiesene Gleichwertigkeit der in Frage stehenden N- Quellen auch 
einer Gleichartigkeit des physiologischen Ablaufs des N-Stoffwechsels im 
Zellinneren entspricht. Es sollte sich dabei insbesondere zeigen, ob das 
Auftreten oder Fehlen sekundarer Aminosauren im Nahrmedium mit der 
Art der im Mycelinneren sich bildenden Aminosduren in einem direkten 
Zusammenhang steht. 

Es wurden wiederum Umpflanzkulturen nach N-armer Vorzucht an- 
gewandt. Vorversuche mit normal aufgewachsenen Kulturen hatten 
némlich gezeigt, daB sich bei dem kontinuierlichen Anwachsen nach 
Beimpfung der Kulturschalen eine groBe Zahl von freien Aminosiuren 
des Mycels auf dem Papierchromatogramm zeigen, woraus aber ein 
Schlu8 auf die primar bei der Assimilation sich bildenden Aminosiuren 
kaum méglich ist. Anders bei den Umpflanzkulturen nach der N-armen 
Vorzucht: Der N-arme Pilz ist an freien Aminosiuren sehr stark ver- 
armt’. Bei reichlichem auBeren N-Angebot zeigen sich in den Zellen 
sogleich nur wenige Aminosauren, diese aber in groBer Stirke. Sie sind 
offensichtlich die primaren Assimilationsprodukte der in der Nahrlésung 
gebotenen N- Quelle. 

Versuchsanordnung. Die Pilzdecken wurden auf der WottsE-Nahrlésung mit 1/,% 
Asparagin als N- Quelle N-arm vorgezogen und dann auf Nahrlésungen umgepflanzt, 
die in N-Aquivalenten zu 1% Asparagin die in der ersten Spalte der Tab. 9 auf- 
gefiihrten Verbindungen enthielten. 

Zum Zeitpunkt der Umpflanzung (Tab. 9a) sind nur wenige Amino- 
sduren frei im Mycel nachzuweisen: schwach Asparaginséure, Glutamin- 
sdure und Alanin, in Spuren Cystein/Cystin, y-Aminobutterséure und 
Leucin?. 

2Std nach der Umpflanzung (Tab.9b) haben sich die Konzen- 
trationsverhiltnisse der freien Aminosaéuren des Mycels wesentlich ver- 
andert. Die starke Anreicherung der von auBen gebotenen N-Quellen im 
Mycel — eine Ausnahme macht Asparagin, auf NH, wurde nicht gepriift 
— beweist, daB Asparaginséure, Glutaminsaure, Alanin und y-Amino- 
buttersdure als solche von der Zelle direkt aufgenommen werden. — Im 
iibrigen zeigen die Analysen der freien Aminosaéuren des Mycels bei allen 


1 RaarF stellte fiir diesen Versuchsorganismus fest, daB bei Aufzucht auf 1/,% 
Asparagin 6,6% des Gesamt-N des Mycels in léslicher Form vorliegen, bei Kultur 
auf 1% Asparagin 16,5%. 

2 Hs ist wahrscheinlich, daB in geringfiigigen Spuren auch noch andere Amino- 
sauren vorhanden sind, jedoch lag es nicht im Rahmen der vorliegenden Unter- 
suchungen, alle Aminosduren im Mycel restlos zu erfassen. Es kam in diesem Falle 
nur auf den Nachweis der primaren N-Assimilationsprodukte an, die sich auch 
deutlich erkennen lieBen. 
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Kulturen ein ziemlich einheitliches Bild. Sofort ist neben den direkt auf- 
genommenen Aminosaéuren auch Glutaminsdure in allen Fallen stark 
nachweisbar. Sie ist sicherlich das primar gebildete Produkt der N- 
Assimilation. Auch die anderen beiden ,,Grundaminosauren“: Asparagin- 
séure und Alanin, reichern sich sofort an. Ihre Konzentration ist aber 
geringer als die der Glutaminsaure. 


Tabelle 9. Die freien Aminosturen des Mycels a) vor der Umpflanzung, b) 2 Std, 
c) 10 Std nach Umpjflanzung auf verschiedene N-Quellen. 
—————— eS EEE eee 


Freie Aminosiuren des Mycels 
Asparagin- | Glutamin- Alanin y-Amino- | Leucin/ Cystein/ 
saure siure ' buttersdure |Isoleucin; Cystin 
a) vor der | 
Umpflanzung: ~ + - Spur Spur | Spur 
b) 2 Std nach der Um- / 
pilanzung auf: 
Asparagin. . .... aon +++ } ++ + Spur | Spur 
Asparaginsaure . . . | ++++4+ | +444 ++ + | Spur | Spur 
Glutaminséure. . . . se Pe i oe  ( + Spur | Spur 
Alanintts, 12's Te ee ee a ++++ | + Spur | Spur 
y-Aminobuttersiure . ++ se i oe (OR ++++ | Spur | Spur 
Ammoniumsuccinat . ++ a + Spur | Spur 
ce) 10 Std nach der | 
Umpflanzung auf: | : 
Asparagin, ..... . +++ +++ +++ +++ + + 
Asparaginsdure .. . | +++4 Po +++ | +44 ++ + + 
Glutaminséure. . . . +44 +++ | +44 +++ + ae 
Alanin®™ (area “ae +++ +++ zo +b + + 
y-Aminobuttersiiure . +++] +44 | 4aH ++++ + i 
Ammoniumsuccinat . +++ ++++ | +4+4 +44 - ~ 


Nach 10 Std Kulturdauer (Tab. 9c) zeigen sich interessante quanti- 
tative Veranderungen. Wiederum sind die Grundaminosiduren in ihrer 
Konzentration bedeutend stirker als die anderen im Chromatogramm | 
auftretenden Aminosiuren. Asparaginsiiure, Glutaminsiiure und Alanin 
haben sich in allen Mycelien nahezu gleichmaBig stark ange- 
héiuft. In der Asparagin-, Glutaminsiure-, y-Aminobuttersiiure- und 
Ammoniumsuccinatkultur ist in gleich groBer Konzentration auch y- 
Aminobuttersiure vorhanden, Etwas schwicher tritt sie in der Aspara- 
ginsdéure- und in der Alaninkultur auf. 


Aus diesen Befunden ergeben sich einige wichtige Folgerungen: 
1. Den Daten iiber die gleiche Trockensubstanz- und Fettbildung bei 
Darbietung der 5 untersuchten N-Quellen (Tab. 7) und ihrer gleich- 


mafigen Aufnahme in die Zelle (Tab. 8) entsprechen durchaus gleich- 
formige Reaktionen im Zellinneren. 
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2. Die Analyse der Aminosauren des Mycels zeigt bei allen N- Quellen 
eine groBe Gleichartigkeit, im Gegensatz zu den Ergebnissen bei der 
Analyse der verschiedenen AuBenmedien (Tab. 6). Zwischen den Amino- 
sduren des Zellinneren und des Nahrmediums besteht nach Art und 
Menge keinerlei Beziehung. Die Annahme einer Exosmose oder Exkretion 
verliert dadurch sehr an Boden. Die Ergebnisse sprechen vielmehr fiir 
eine Stabilitat des einmal assimilierten Stickstoffs im Sinne von Hockrn- 
HULL (1950). 


3. Asparagin wurde in keinem einzigen Fall auch nur in Spuren im 
Zellinneren gefunden. Es wird als solches von Endomycopsis offensichtlich 
uberhaupt nicht aufgenommen. 


4. Die Assimilation simtlicher in den Versuchen gebotenen N- Quellen 
verlauft einheitlich tiber die primare Bildung der Grundaminosiuren, die 
sich sehr stark im Mycel anhaufen. 

Diese letztere Feststellung steht im Einklang mit vielen ahnlichen Ergebnissen 
der Literatur. Die zentrale Rolle der Aminodicarbonsauren bei der N- Assimilation 
ist heute wohl kaum noch umstritten (BRAUNSTEIN, 1947). Eine groBe Zahl von 
Arbeiten, iiber die an dieser Stelle nicht berichtet zu werden braucht, erhartet den 
Befund, da8 die Grundaminosaiuren Glutaminséure, Asparaginsiure und Alanin 
bevorzugt bei der N-Assimilation gebildet werden. Vielfach wurde festgestellt, daB 
der gesamte Stickstoff der Zelle tiber die Glutaminsaure lauft (vgl. z. B. Wrame, 
Storck u. Bourceots, 1953)?. 


5. Versuche mit zellfreien Restnahrlosungen. 


Es bleibt schlieBlich noch die Moglichkeit einer zellfreien enzymati- 
schen Umwandlung der gebotenen N-Quellen im AuSenmedium zu 
priifen. Alle Versuche hierzu verliefen ebenso negativ, wie die in Kapitel 
III beschriebenen Versuche zur zellfreien enzymatischen Amidspaltung 
im Kulturmedium. Methodisch wurde dabei wie bei den friiheren Ver- 
suchen vorgegangen. Die Kulturmedien von den Asparaginsaure-, 
Glutaminsdure-, Alanin- und y-Aminobutterséurekulturen wurden nach 
Filtration mit 1°%iger Asparaginsaéure- oder Glutaminsaurelésung ver- 
setzt. In Ansaitzen mit und ohne Zusatz von Chloroform wurden jeweils 
abgestufte Konzentrationen von 0,1; 0,05 und 0,01 molarer Brenztrauben- 
siure und «-Ketoglutarsiure zugefiigt (Kontrollansitze auch ohne «- 
Ketosduren). Laufende quantitative Bestimmungen des Ammoniak-N, 
Amino-N und Amid-N und papierchromatographische Analysen der 
Lésungen zeigten keinerlei zellfreie enzymatische Umsetzungen. Eine 
Ausscheidung von Enzymen, die die besprochenen N-Umsetzungen im 
Nahrmedium selbst bewirken kénnten, wird damit ausgeschlossen. 


1 Fir nahere Einzelheiten iiber die Frage der Assimilation von Aminoséuren sei 
auf eine Arbeit an dem gleichen Organismus verwiesen (KaTING, 1955a). Aus ihr 


sind auch weitere Literaturhinweise zu entnehmen. 
Pts 
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ZusammengefaBt geben die Versuchsreihen ein klares Bild von dem 
Weg der Stickstoffassimilation und auch — wovon die Fragestellung aus- 
ging — von einer primaéren Umwandlung gewisser N-Substanzen an der 
Zelloberflache: Die aus der gleichen Wachstumsforderung geschlossene 
biologische Gleichwertigkeit der untersuchten 6 Aminosauren fiir den 
Organismus wird bestiitigt durch die Analyse der als erste Assimilations- 
produkte auftretenden freien Aminosiuren des Mycels. Der gleich- 
maéBigen Wachstumsforderung entspricht biochemisch ein weitgehend 
gleichmaBiger Verlauf des N-Stoffwechsels in den ersten Phasen der N- 
Assimilation. In allen Fallen lauft der N-Stoffwechsel tiber Glutamin- 
siure und iiber die damit in enger Beziehung stehenden anderen Grund- 
aminosauren, die alle sofort in starken Konzentrationen auftreten. 


Diese Einheitlichkeit im Ablauf der Stickstoffassimilation der ge- 
priften N- Quellen steht aber ein durchaus nicht gleichartiges Bild in dem 
AuBenmedium der 6 Kulturreihen gegentiber. Nur in der Asparaginkultur 
sind die bereits bekannten N-Substanzen als sekundar auftretende 
Produkte im Kulturmedium eindeutig nachweisbar. In den Kulturen auf 
Alanin, y-Aminobuttersiure und Ammoniumsuccinat treten trotz der 
Gleichformigkeit in bezug auf das Wachstum und den physiologischen 
Vorgangen innerhalb der Zellen tiberhaupt keine ,,sekundaren‘‘ Amino- 
sdéuren im Aufenmedium auf. Liige im Falle der Asparaginkultur eine 
Exkretion vor, so ware nicht einzusehen, weshalb in den iibrigen Kultur- 
medien nicht ebenfalls Aminosiuren im AuBenmedium auftreten sollten. 

Die auf ganz anderem Wege durch die Permutitversuche von STEINER 
(1941) und Raar (1941) begriindete und durch die in Kapitel III be- 
stiitigte und naher priizisierte Auffassung von der Amidspaltung an der 
Zelloberflache wird durch die soeben dargestellten Versuche wesentlich 
erweitert: Es mu angenommen werden, daf nicht nur eine Asparagin- 
desamidase (Asparaginase) in der Zelloberflache lokalisiert ist, sondern 
auch Transaminasen, die zur Bildung von Glutaminsiure und «-Alanin 
fiihren, und eine Glutaminsiiure-decarboxylase, die fiir die Entstehung der 
y-Aminobuttersiure verantwortlich ist}. 


V. Hemmungsversuche zur Desamidierung. 


Von GREENSTEIN u. Mitarb. (GoncALvES, Prior u. GREENSTEIN, 1947 a, b; 
GREENSTEIN u. LEUTHARDT, 1948; GREENSTEIN u. PRICE, 1949) liegen Versuche 
iiber die enzymatische Amid-Desamidierung und ihre Hemmung in tierischen 
Geweben vor (vgl. auch Srumpr u. Loomts, 1949, iiber die Hemmung der NH,- 
Bildung aus Glutamin). Es wurde in Rattenleberextrakten eine gesteigerte Des- 
amidierung von Glutamin, Asparagin und Chloracetylglutamin bei Zugabe von 
Brenztraubensiure und «-Ketoisocapronsiure erreicht. Die Brenztraubensiure 


1 Uber spezielle Fragen des Stoffwechsels der y-Aminobuttersdure wird an 
anderer Stelle berichtet (Karrna, 1955b). 
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wird bei der Reaktion nicht verbraucht; sie geht sehr wahrscheinlich nur eine 
Zwischenverbindung mit den Amiden ein, aus der Ammoniak gebildet und die 
Brenztraubensaure regeneriert wird. 

Diese Arbeiten waren der AnlaB zu einer Versuchsreihe, in der durch 
Zusatz von Brenztraubensiure und «-Ketoisocapronsiure eine mégliche 
Steigerung der Desamidierung von Asparagin in den wachsenden Kul- 
turen von Endomycopsis vernalis geprift werden sollte. 

Es wurden 3 Versuchsreihen mit W6rtsE-Nahrlésungen mit 1% Asparagin 


angesetzt: 1. mit 1% Brenztraubensdure; 2. mit 1% «-Ketoisocapronsaure; 3. ohne 
Zusatz (Kontrolle). 


Folgendes waren die Ergebnisse: In der Kulturreihe mit «-Ketoiso- 
capronsaure war das Wachstum der beimpften Kulturschalen vollstindig 
gehemmt. Die Kulturen mit Brenztraubensiure zeigten weitgehende 
Ubereinstimmung mit der Kontrollkultur hinsichtlich der Produktion 
von Trockengewicht, der Fettbildung, der Ammoniakabspaltung usw. 


Das negative Ergebnis in bezug auf eine Beschleunigung der Desami- 
dierung des Asparagins durch Brenztraubenséure verwundert nicht. Es 
handelt sich im vorliegenden Falle um wachsende Kulturen, die Brenz- 
traubensaure als C-Quelle nutzen konnen (vgl. Raar). Fiir die voll- 
standige Unterdriickung des Wachstums bei Zusatz von «-Ketoiso- 
capronsdéure geben wahrscheinlich die Arbeiten von MEISTER, SOBER, 
Tick u. FRASER (1952) und Mutst=r (1953) eine Erklarung. 


Der Asparaginabbau bzw. -Umbau an der Zellgrenzflache wurde bisher so gedeu- 
tet, daB der Desamidierung des Asparagins eine Transaminierung der Asparagin- 
sdure zu Alanin und Glutaminsdure folge, wobei letztere, wenn sie in gréBeren 
Mengen entsteht, noch zu y-Aminobuttersiure decarboxyliert wird. Damit steht 
aber im Widerspruch, daB in den Kulturen mit Asparaginsaéure und Glutaminsaure 
entgegen den Erwartungen nur Spuren von Alanin (bei der Asparaginsdurekultur) 
und von Asparaginsaure (bei der Glutaminsiurekultur) auftreten. Die genannten 
Autoren fanden nun, da8 Rattenleberpraparate eine gekoppelte Transaminierung- 
und Desamidierungsreaktion katalysieren: Asparagin + «-Ketosdure = Oxalessig- 
siure + Ammoniak + «-Aminosdure. Als Aminoacceptoren dienen dabei ver- 
schiedene Ketosauren. Diese Transaminierung verlauft mit Asparagin viel schneller 
als mit Asparaginsiure. Hohe Konzentrationen von Phenylbrenztraubensaure und 
a-Ketoisocapronsiure hemmen gleichméBig Desamidierung und Transaminierung. 
Es wird geschlossen, daB beide Reaktionen gleichzeitig verlaufen und gekoppelt 
sind. Eine enzymatische Transaminierung zwischen Glutamin- und «-Ketobernstein- 
saureamid, wodurch Asparagin entsteht, wurde papierchromatographisch nach- 
gewiesen. 


Diese Arbeiten an Rattenleberpraparaten stellen die interessante 
Moglichkeit zur Diskussion, ob in den Kulturen von Endomycopsis 
vernalis nicht ebenfalls eine solche gekoppelte Desamidierungs-Trans- 
aminierungsreaktion bei der Verwertung von Asparagin als N- Quelle 
stattfindet. Fiir diese Méglichkeit kénnte folgendes geltend gemacht 
werden: 
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1. Die Desamidierungs- und Transaminierungsreaktionen treten 
gleichzeitig auf (vgl. Tab. 5). 

2. Die véllige Hemmung des Wachstums von Endomycopsis vernalis 
auf der Nahrlésung mit Asparagin und «-Ketoisocapronsaure (vgl. S. 387) 
findet durch die gekoppelte Desamidierungs-Transaminierungsreaktion 
eine Erklarung (s. Versuche von A. MEISTER u. Mitarb.). 

3. Asparagin zeigte nach MEIsTER u. Mitarb. mit Rattenleberprapa- 
raten eine bedeutend stirkere Transaminierung als Asparaginsaure. — 
Das gleiche wurde bei Endomycopsis vernalis festgestellt (vgl. Tab. 4, 
5 und 6). 

4. Die gekoppelte Reaktion erwies sich bei den Rattenleberpraparaten 
als spezifisch fiir Asparagin und nicht fiir Glutamin. — Bei Endomycopsis 
vernalis fand lediglich ene Desamidierung des Glutamins statt. 

Es sprechen somit eine Reihe von Griinden dafiir, eine Koppelung 
(im Sinne von MEIsTER u. Mitarb.) statt einer getrennten Desamidierung 
und Transaminierung beim Asparaginumsatz an der Zellgrenzflache des 
Versuchsorganismus anzunehmen. Jedoch konnte ein direkter experi- 
menteller Beweis dafiir noch nicht erbracht werden. Eine Entscheidung 
uber diese Frage bedarf noch spezieller enzymatischer Untersuchungen, 


VI. Papierchromatographische Untersuchung der Nahrlésungen 
mit weiteren N-Quellen. 


Die bisherigen Untersuchungen beschrankten sich auf Kulturen, in 
denen diejenigen Verbindungen als N-Quellen geboten wurden, die bei 
der Verarbeitung von Asparagin durch den Pilz im AuSenmedium fest- 
gestellt worden waren. Es wurden auBerdem Versuche mit zahlreichen 
weiteren N- Quellen durchgefiihrt, iiber die im Zusammenhang an anderer 
Stelle berichtet wird (Katrine, 1955a). Von den dabei erhaltenen 
Ergebnissen sollen hier nur einige vorgelegt werden, die einen direkten 
Beitrag zur Frage der Aktivitat der Zelloberfliiche bei der N-Assimilation 
von Endomycopsis zu liefern scheinen. 

Versuchsanordnung. Es wurden mehrere Versuchsreihen mit 29 verschiedenen N 
Quellen (die bisher untersuchten N-Quellen eingerechnet) angesetzt. Der N-Gehalt 


jeder Kulturschale entsprach 1%iger Asparaginlésung. Alle Nahrlosungen wurden 


mit 0,1 n Salzsiure oder Natronlauge auf den Anfangs-py-Wert von 4,2—4,5 ge- 
bracht. 


Folgende N-Verbindungen wurden auBer den bisher untersuchten gepriift: 
Kaliumnitrat, sek. Ammoniumphosphat, Glutamin, f-Alanin, Arginin, «-Amino- 
buttersiure, Cystein, Cystin, Glykokoll, Histidin, Ornithin, Lysin, Leucin, Tsoleucin, 
Norleucin, Oxyprolin, Prolin, Phenylamin, Serin, Threonin, Tryptophan, Tyrosin, 
Valin. 

Wachstumsteste zeigen, daB der Versuchsorganismus auf 13 der N- 
Quellen sehr gut bis gut wichst: Sek. Ammoniumphosphat, Ammonium- 
succinat, Asparagin, Glutamin, a-Alanin, Arginin, Asparaginsaure, 
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y-Aminobuttersiure, Glutaminsiure, Glykokoll, Prolin, Serin und Valin. 
Auf allen anderen N-Quellen findet nur ein mafiges bis sehr schlechtes 
Wachstum statt. 

Die nach verschiedenen Zeiten vorgenommenen papierchromatographi- 
schen Analysen der Nihrlésungen zeigten bei drei der bisher noch nicht 
untersuchten N-Quellen ein Auftreten von ,,sekundairen Aminosauren‘‘ 
im Kulturmedium: Bei Arginin, Glutamin und «-Aminobuttersiure 
(Tab. 10). 

In der Argininkultur trat Citrullin auf. Citrullin liegt im Chromato- 
gramm bei Butanol-Kisessig-Wasser als Losungsmittel an der gleichen 
Stelle wie Asparaginsiiure. Es konnte jedoch mit Phenol als Lésungs- 
mittel im Papierchromatogramm durch einen R¢-Wert von 0,60 (Aspara- 
ginsdure Rr = 0,15) eindeutig identifiziert werden. 

Im Kulturmedium mit «-Aminobuttersiure als N-Quelle wurden 
deutlich Alanin und Leucin nachgewiesen. Leucin konnte ebenfalls im 
Phenol-Papierchromatogramm durch mitgelaufene Kontrollsubstanzen 
von Isoleucin unterschieden werden. 

In den Glutaminkulturen findet sich als Desamidierungsprodukt 
Glutaminsaure, aber sonst keine andere N-Verbindung. 


Tabelle 10. Aminosduren im Kulturmedium bei Arginin und «-Aminobuttersdure als 
N-Quelle, 12 Std nach Umpflanzung. 


rie ae Aminosiuren im Kulturmedium “ 
N- Quelle Arginin | Citrullin | Alanin a-Amino- Leucin | Aminodicarbon- 
| buttersiure siuren 
JAPON so age llieee ae tea seas | — == — = — 
a-Amino- | 
butterséure at = | a detect et 4S - 


Der Abbauweg von Arginin zur Ornithin ist fiir Streptococcus-Arten bekannt 
Er fihrt unter Entwicklung von Ammoniak und Kohlendioxyd tiber Citrullin 
als Zwischenprodukt (AKAKATSU u. SKINE, 1951; OcInsKy u. Gunria, 1952 a, b; vgl. 
auch ScumiptT, Logan u. TyTELL, 1952). 

Das Auftreten von Citrullin in den Kulturen mit Arginin als N- Quelle 
kann somit bei Endomycopsis vernalis auf die aus der Literatur bekannte 
Arginin-desimidase zuriickgefiihrt werden. Im Mycel wurde Citrullin als 
freie Asparaginsaure nicht festgestellt. Es ist auch hier zu schlieBen, daB 
sich der Sitz der Arginin-desimidase in der auBeren Stoffwechselregion des 
Pilzes befindet. Das Auftreten von Citrullin bestitigt in sinnvoller Weise 
die Befunde und SchluBfolgerungen bei der Desamidierung des Aspara- 
gins. Die Anhaufung des Citrullins im AuBenmedium nach vorheriger 
Spaltung an der Zelloberflache wird durch die zitierten Arbeiten von 
Oainsky u. GEuRIG ergiinzt, in denen die Autoren feststellen, daB intakte 
Streptococcus faecalis-Zellen Citrullin nicht oder nur sehr wenig angreifen. 


o 
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Die Verfasser fiihren das auf die Impermeabilitaét der Zellen fir Citrullin 
zuriick. Uber den genauen Abbauweg des Arginins in den Kulturen 
von Endomycopsis vernalis konnen noch keine Angaben gemacht werden. 

In der «-Aminobuttersaure liegt eine N- Quelle vor, die die Annahme 
eines Umsatzes an der Zelloberflaiche in besonderer Weise stiitzt. Wird 
«-Aminobuttersiure als N- Quelle gegeben, so findet im Mycel keine un- 
mittelbare Transaminierung zu den Grundaminosiuren statt (Tab. 11). 
Erst nach langer Kulturdauer wird Glutaminsiure etwas starker ge- 
bildet. Wahrend im Kulturmedium recht viel Alanin auftritt (Tab. 10), 
findet sich dieses im Zellinneren relativ wenig, jedenfalls weniger als in 
Asparagin- oder Glutaminsiurekulturen (vgl. z. B. Tab. 9). Umgekehrt 
wird bei Glutaminséurekulturen Alanin als freie Aminosaiure im Mycel 
in hoher Konzentration, im Au8enmedium iiberhaupt nicht festgestellt. 


Tabelle 11. 


Freie Aminosduren des Mycels bei Umpflanzkulturen auf x-Aminobuttersdure. 
a 


Freie Aminosiiuren des Mycels 
Kulturdauer | 
in Stunden nach __, |Arginin/| Aspara- - a-Amino- 
Umpflanzung Cystin/ Histidin| gin- Glutamin- | sjanin butter- Valin | Leucin 
Cystein 2 siure es 
Lysin | siure | | siiure 

2 + == + + Ge = | Gas 

12 + si +t: ++ | ++ | +444 — ++ 

25 +) + ++ ++ ++ | +444 Spur | ++ 


Diese Gegensiitze und das Fehlen jeder Beziehung zwischen den 
Konzentrationen der Aminosiiuren im Mycel und im AuSenmedium 
sprechen nicht fiir eine Exkretion. Das Auftreten von Alanin und Leucin 
im Aufenmedium von «-Aminobuttersiiurekulturen mu8 deshalb auch 
als die Folge von Reaktionen an der Zelloberfliche angesehen werden. 


VII. Zur Frage der »N-Ausscheidung** bei Mikroorganismen. 


Wenn vorstehend das Auftreten von Aminosauren im AuBenmedium. 
auf Umsetzungen an der Zellgrenzflache zurickgefiihrt und eine Aus- 
scheidung aus den Zellen abgelehnt wurde, so erscheint das zuniichst im 
Widerspruch zu stehen mit einigen iilteren und neueren Befunden liber 
die Ausscheidung von Stickstoffverbindungen aus der Zelle. Bei einer 
Durchsicht dieser Arbeiten, die hier im einzelnen nicht aufgefiihrt 
werden sollen, fallt auf, da allerdings die Moglichkeit einer Umsetzung 
an der Zelloberflache oft gar nicht in Erwagung gezogen wurde. 


Ks interessieren im einzelnen hier lediglich zwei Arbeiten, deren Ergebnisse AnlaB 
zu einer kritischen Nachpriifung unserer eigenen Methoden und Befunde waren. 
(REINDEL u. Hoprr, 1952, Rao u. VENKATARAMAN, 1952). Die erstgenannten 
Verfasser berichten bei Hefen iiber eine »regulierte Exkretion‘‘ von Oligo- 
peptiden und 11 Aminosiuren ins Kulturmedium bei Submerskulturen von 
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Hefe. Die SchluBfolgerung der Verfasser, daB es sich hierbei nicht um Autolyse 
sondern um eine regulierte Exkretion im Zusammenhang mit physiologischen 
Prozessen handelt, mu8 bei dem Auftreten einer sehr groBen Zahl von verschiedenen 
N-Verbindungen (unter anderem Oligopeptiden!) vorsichtig bewertet werden. Die 
Verfasser griinden ihren SchluB auf die Beobachtung, daB ohne Stickstoff gezogene 
Hefen (mehrfache Umpflanzung in N-freie Nahrlésungen in fortgesetzter Folge) fort- 
fahren, organischen Stickstoff auszuscheiden, ebenso wie bei normalem Wachstum. 


Ks sei deshalb eine Versuchsreihe mit Endomycopsis vernalis angefihrt, 
die in Analogie zur oben zitierten Arbeit, zur sorgfiltigen Uberpriifung 
einer eventuellen Exkretion organischer N-Verbindungen durchgefiihrt 
wurde. Als N-Quelle diente 1° Ammoniumsuccinat. Die Restnahr- 
lé6sungen von je 10 Kulturschalen, zusammen also 150 ml, wurden am 2., 
3. und 4, Tage der Kultur auf etwa 1 ml eingeengt und dann chromato- 
graphiert. Auch in diesen Konzentrationen wurde keine Spur von Amino- 
sauren festgestellt. 

Bei der kritischen Betrachtung der Arbeiten!, die iiber eine Exkretion 
von organischen N-Verbindungen bei Kulturen von Mikroorganismen 
sprechen, ergibt sich kein Grund, der zu einer Revision unserer Auf- 
fassung von einem N-Umsatz an der Zelloberfliche bei Endomycopsis 
vernalis fiihren konnte. 


Nach den Untersuchungen von Camict, SERMONTI u. CHATM (1952) sind auch alle 
Berichte iiber N-Ausscheidungen aus der Zelle von Submerskulturen sehr kritisch zu 
bewerten. In solchen Kulturen (Verff. untersuchten unter diesen Bedingungen 
Penicillium chrysogenum) verklumpen die Zellen, wobei im Inneren der Aggregate 
tote und im AuBenrand tote neben intakten, lebenden Zellen vorhanden sind [vgl. 
hiermit die Untersuchungen von Fromacegor, Justisz u. TESsTER (1949), sowie von 
Rao u. VENKATARAMAN (1952), tiber N-Ausscheidungen in Submerskulturen an dem 
gleichen Versuchsobjekt]. 


Diese Bemerkungen von Camict u. Mitarb. gaben uns Veranlassung, die 
Befunde von Rao u. VENKATARAMAN (1952) nachzuprtifen. Die Verfasser 
haben den N-Stoffwechsel von Penicillium chrysogenum -Q 176 in der 
Submerskultur im Zusammenhang mit der Penicillinbildung unter- 
sucht. Im Kulturmedium stellten sie wahrend der ersten vier Tage eine 
Anhéufung von Glutaminséure, Alanin, Prolin, Leucin, Valin und 
Tyrosin fest. Wahrend der Zeit der stairksten Penicillinbildung (5.—8. 
Tag) verschwanden praktisch alle Aminosauren aus der Kulturlésung, um 
spiter vom 9.—12. Tage an wieder aufzutreten. Im Gegensatz zu Rao 
u. Mitarb. wurde aber — zur Kritik der eigenen, bei den Kulturen mit 
Endomycopsis vernalis angewandten Versuchsmethode — bei der Nach- 
priifung mit Oberflaichenkulturen gearbeitet. Als Pilzmaterial diente 
Penicillium chrysogenum, Wisconsin-Stamm X 1612. Er ist der Mutter- 


"1 Wine ausfiihrlichere Diskussion der weiteren Literatur ist in der Dissertations- 
fassung dieser Arbeit enthalten. 

2 Den Pilzstamm stellte freundlicherweise Herr Professor Dr. MrnrzscH von den 
Farbenfabriken Bayer, Wuppertal-Elberfeld, zur Verfiigung. Ihm sei auch an dieser 
Stelle dafiir herzlich gedankt. 


° 
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stamm der Mutante Q 176, mit welcher Rao u. Mitarb. arbeiteten. Der 
Pilz wurde auf dem Nahrmedium von JOHNSON u. JARVIS (1946) gezogen, 
das auch Rao u. Mitarb. bei ihren Untersuchungen verwandten. N- 
Quelle war Ammoniumacetat und Ammoniumlactat. Die Beimpfung und 
Aufzucht erfolgte wie bei den Kulturversuchen mit Hndomycopsis 
vernalis. 

Die tigliche papierchromatographische Untersuchung der Nahrlosung 
ergab bei dem Penicillium-Stamm kein Auftreten irgendeiner freien 
Aminosiure im Kulturmedium. Das entspricht ganz den Befunden bei 
Endomycopsis vernalis mit Ammoniumsalzen als N- Quelle. 


Der letztgenannte Versuch zeigt, da8 grundsitzlich unter optimalen 
Kulturbedingungen eine Stabilitaét des assimilierten Stickstoffs anzu- 
nehmen ist. Das wurde schon aus den Versuchen mit Endomycopsis 
vernalis bei den Kulturen mit Alanin, y-Aminobuttersiure und Ammo- 
niumsuccinat geschlossen. Die daraus gezogenen SchluBfolgerungen tiber 
die Umsetzung von Asparagin, Asparaginsdiure und Glutaminsaure an der 
Zelloberflache erhalten durch die oben genannten Befunde eine starke 
Stiitze. 


VIII. Diskussion der Ergebnisse. 


Fiir die in dieser Arbeit aufgestellte Annahme einer unmittelbar an der 
Zelloberflache einsetzenden N-Assimilation gibt es eine Reihe von 
Parallelen und direkten Hinweisen in der Literatur. 


Uber die Stickstoffausscheidungen von N,-assimilierenden Bakterien berichtet in 
einem Sammelreferat VIRTANEN (19534). Es scheiden z. B. nach den Untersuchungen 
dieses Autors Buttersiurebacillen bis zu 60% ihrer organischen N-Verbindungen aus 
der Zelle aus. Er halt es aber fiir sehr wahrscheinlich, daB die starke N-Ausscheidung 
bei N,-fixierenden Mikroorganismen dadurch méglich wird, daB der N-Bindungs- 
prozeB sich an der Oberfliche der Organismen vollzieht und unabhangig ist vom 
Wachstum und VermehrungsprozeB der Bakterien (vgl. auch VIRTANEN, 1953b; 
Newton, WILson u. Burris, 1953; Witson, 1952). 

Einen Beweis fiir die Existenz einer ,,outer metabolic region“ bei Hefezellen 
erbringen durch Volumenmessungen Conway u. Downey (1950). NorTHcorE u, 
Hornx (1952) isolierten die Zellwinde von Hefen, um Aufschliisse tiber die chemische 
und enzymatische Natur der auBeren Zellwand zu bekommen. Es fand sich unter 
anderem auch ein Proteidanteil von 13%, der von den Autoren in der Hauptsache 
Fermentkomplexen zugehérend gedeutet wird. Ripe. u. Mitarb. haben ferner 1938 
eingehend erértert, daB sich die mit Eisen vollzichenden Oxydationsvorginge an der 
Grenzfliche des Plasmas abspielen diirften (Versuche an Bac. glycinophilus). 


Wahrend fiir den Stoffwechsel von N-Verbindungen an der Zellober- 
fliche bisher noch keine direkten Beweise vorgelegen haben, mehren sich 
jedoch die Befunde, da die Zelloberfliche nicht nur durch die semi- 
permeablen Eigenschaften am Zellstoffwechsel beteiligt ist, sondern auch 


der Sitz bestimmter Enzymsysteme ist. Vor allem werden Saccharasen 
und Phosphatasen dort vermutet. 
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Fir ausfiihrliche Angaben tiber diese Umsatzreaktionen an der Zell- 
oberflache sei auf den kiirzlich erschienenen Sammelbericht von Roru- 
STEIN (1954) verwiesen. Die hierin angefiihrten Arbeiten iiber ver- 
schiedene Stoffwechselumsetzungen an der ,,Zelloberflache“ bzw. in einer 
,auBeren Stoffwechselregion‘‘ werden durch die Untersuchungen iiber die 
Assimilation verschiedener organischer N-Verbindungen an der Zell- 
grenzflache bei Hndomycopsis vernalis hinsichtlich des N-Stoffwechsels 
erweitert. Wenn in dieser Arbeit von Umsetzungen der ,,Zelloberfliche“ 
gesprochen wurde, so soll damit nur angedeutet werden, daB es sich um 
Vorgange handelt, die sich in den 4uBeren Grenzschichten der Zelle, 
sicherlich auBerhalb der semipermeablen Schranke des Zellinneren 
abspielen. Die Produkte dieser Reaktionen stehen jedenfalls in einem 
Diffusionsaustausch mit dem AuBenmedium. Ob der Ort dieser Um- 
setzungen in der Zellmembran, in auBeren Schichten des Protoplasten 
oder an irgendwelchen Phasengrenzen engeren Sinnes zu suchen ist, laBt 
sich vorlaufig nicht sagen. Irgendwelche prazise zellmorphologische Be- 
deutung kann zunachst der von uns gebrauchten Bezeichnung nicht 
zukommen!. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. In den Kulturen von Hndomycopsis vernalis wurden die ersten 
Schritte der Assimilation von Aminosaéuren, Aminosiuren-Amiden und 
Ammoniumsalzen untersucht. 

2. Wird Asparagin als N- Quelle geboten, so unterliegt die Amidgruppe 
einem rascheren Abbau als die Aminogruppe. Hierbei reichert sich vor- 
tibergehend Ammoniak im Nahrmedium an. 

3. Wahrend des starksten Wachstumsverlaufes treten bei Darreichung 
gewisser organischer N-Quellen im Kulturmedium ,,sekundar‘* Amino- 
sduren auf. Es wurden gefunden: Bei Asparagin: Asparaginsaure, 
Glutaminsaure, «-Alanin, y-Aminobuttersiure ; bei Glutamin: Glutamin- 
sdure; bei Asparaginsdure: Glutaminsaure (wenig), «-Alanin (wenig) ; bei 
Glutaminsaéure: Asparaginsiure (wenig), y-Aminobuttersiure; bei Ar- 
ginin: Citrullin; bei <-Aminobuttersaure: Leucin, «-Alanin. Die genann- 
ten Zwischenprodukte sind besonders reichlich nachweisbar, wenn N-arm 
vorgezogener Pilz auf die betreffende N- Quelle tibertragen wird. 

Bei allen iibrigen 23 untersuchten N- Quellen wurden keine sekundaren 
N-Verbindungen im AuBenmedium gefunden. 

4, Eine spezielle Priifung der bei der Assimilation von Asparagin im 
AuBenmedium gefundenen N-Verbindungen (Asparaginsaure, Glutamin- 
sdure, Alanin, y-Aminobuttersdure und Ammoniak) zeigt, daB sie gleich- 
wertige N-Quellen fiir Endomycopsis vernalis darstellen. Dies lift sich 


1 Wir sind Herrn Prof. Dr. ScuumacHER (Bonn) fiir wertvolle kritische Beitrage 
zur Diskussion dieser Fragen sehr zu Dank verpflichtet. 
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sowohl aus dem Verlauf ihrer Verarbeitung, als auch aus der Trocken- 
substanz- und Fettbildung erkennen. 

5. Eine Enzymaktivitat der Nahrlosung lat sich nicht feststellen. 

6. Bei den im Nahrmedium auftretenden ,,sekundaren“ Aminosaéuren 
mus eine Bildung in einer auBeren Stoffwechselregion der lebenden 
Substanz angenommen werden. Zu diesen ,,Grenzflichenreaktionen‘ 
zaihlen Decarboxylierungen (z. B. von Glutaminsaure), Desamidierungen 
(z. B. bei Asparagin und Glutamin), Desimidierungen (bei Arginin) und 
verschiedene Umaminierungen. 

7. Es wird eine gekoppelte Desamidierungs/Transamidierungsreaktion 
beim Asparaginabbau diskutiert. 

8. Es kann mit weitgehender Sicherheit ausgeschlossen werden, dab 
die im AuBenmedium auftretenden Aminosiuren auf einen autolytischen 
Zellzerfall zuriickgehen. Auch gegen eine Exosmose aus dem Zellinnern 
sprechen sehr gewichtige Griinde, unter anderem die véllige Unabhingig- 
keit der innerhalb und auBerhalb der Zelle auftretenden Aminosiuren 
voneinander und die spezifische Abhingigkeit der ,,sekundaéren Amino- 
siuren*‘ des AuSenmediums von der jeweiligen N- Quelle. 

9. Auf die Parallelitat dieser Befunde mit Literaturangaben iiber die 
Existenz einer ,,auBeren Stoffwechselregion bei Mikroorganismen wird 
hingewiesen. 


Mein hochverehrter Lehrer, Herr Professor Dr. M. STEINER, regte diese Arbeit an 
und férderte sie wihrend ihrer Durchfiihrung in jeder Weise. Die Deutsche For- 
schungsgemeinschaft stellte eine Sachbeihilfe zur Verfiigung. Den Genannten sei 
hiermit aufs verbindlichste gedankt. 
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(Aus dem Pharmakognostischen Institut der Universitat Bonn.) 


Zur Rolle der y-Aminobuttersiiure im Stoffwechsel 
von Endomycopsis vernalis*. 


Von 
Horst KATING. 


(Eingegangen am 6. Januar 1955.) 


Bei Untersuchungen iiber die Verwertung verschiedener N-Quellen 
durch Endomycopsis vernalis (Katine, 1955a) und iiber die einleitenden 
Schritte bei der Assimilation von Aminoséuren und Aminosaéure-Amiden 
(Katine, 1955)b) ergaben sich mehrfach Hinweise auf eine entscheidende 
Rolle der y-Aminobuttersaure im Aminosaurestoffwechsel dieses 
Pilzes. Es konnte insbesondere gezeigt werden: 1. daB bei Verarbeitung 
von Asparagin und Glutaminsaure die y-Aminobuttersdiure intermediar 
im AuBenmedium auftritt, 2.daB sich diese Substanz immer in erheblichen 
Mengen unter den freien Aminosauren des Mycels findet, 3. daB y-Amino- 
buttersiure eine vorztigliche N-Quelle fiir den Pilz darstellt und 
rasch resorbiert und verarbeitet wird, 4. daB auch das C-Skelet der 
y-Aminobutterséiure durch den genannten Organismus genutzt wird. 


Es wurden deshalb einige Versuche unternommen, um die Entstehung 
der y-Aminobuttersiure und ihre Weiterverarbeitung im Stoffwechsel 
von Endomycopsis vernalis niher zu studieren. 


Im Jahre 1937 stellte OkumuK1 die Existenz einer Glutaminsiure-Decarboxylase 
in Lilien, Karotten, Rettichen und Wei8kohl fest. Sie decarboxyliert Glutaminsaure 
zu y-Aminobuttersdure. Dieser Befund wurde von WERLE (1948) nachgepriift und 
bestatigt. y-Aminobuttersiure bzw. ihre Entstehung durch Decarboxylierung der 
Glutaminsiure ist nun in den letzten Jahren besonders mit Hilfe der papier-— 
chromatographischen Methode in einer Anzahl pflanzlicher und tierischer Organis- 
men festgestellt worden. Muistpr, SoBuR u. Tick (1951) weisen darauf hin, daB die 
Glutaminsiuredecarboxylase von Mikroorganismen, von héheren Pflanzen und von 
Tieren ausschlieBlich y-Aminobuttersiure bildet und daB niemals bisher «-Amino- 
buttersaure als Decarboxylierungsprodukt der Glutaminsaiure gefunden wurde. 


Die Sicherung des Vorkommens der y-Aminobuttersiure durch eine groBe Zahl 
von Befunden bringt lediglich einen Hinweis auf den engen Zusammenhang 
dieser Aminosiure mit der Glutaminsaure. Es spricht aber die hohe Konzentration 
im Gehirn (Glutaminsaure und y-Aminobuttersiure zusammen machen darin 70% 


* Teilergebnisse einer von der mathematisch-naturwissenschaftlichen Fakultat 
Bonn approbierten Dissertation (D5) in gekiirzter Druckfassung. Vgl. auch 
Katine (1954). 
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der molaren Konzentration an Aminosauren aus; Wrr-MALHERBE, 1953) fiir eine 
spezielle Funktion der y-Aminobuttersaiure (ROBERTS u. FRANKEL, 1951; AWAPARA, 
Lanpua, Fuerst u. Spaun, 1950; vgl. auch BouLANGE u. BiserTE, 1951, iiber das 
Vorkommen in Peptidbindung). 


Die Funktion der y-Aminobuttersiure fiir den pflanzlichen Organismus ist noch 
unbekannt. GALE (1946) fiihrt aus, daB méglicherweise das durch die Decarboxylase 
abgespaltene Kohlendioxyd von den Bakterien assimiliert wird. Uberdies kennt man 
eine adaptive bakterielle Glutaminsaure-Decarboxylase, deren Konzentration sich 
stark erhoht, wenn man die Bakterien auf sauren Nahrbéden ziichtet (GUNSALUS, 
1950), woraus auf eine Pufferwirkung geschlossen wird. 


I. Methodik. 
Wegen der Kulturmethoden sei auf Katine (1955b) sowie auf HerpE (1939) 
und Maas-F6rstEr (1955) verwiesen. 


Zur quantitativen Erfassung von Glutaminsdure und y-Aminobuttersadure 
wurden die mit Ninhydrin sichtbar gemachten Flecken des Papierchromatogramms 
nach Bopr, Hispener, BRUCKNER u. HoEvss (1952) in die Kupferkomplexe iiber- 
fiihrt, mit Methanol eluiert und anschlieBend im Spektralphotometer der Firma ZeiB- 
Opton beim Absorptionsmaximum von 510 my bestimmt. Die Eichkurven wurden 
mit Lésungen bekannten Gehaltes der genannten Aminosauren ermittelt. 


II. Versuchsergebnisse. 


1. Die Decarboxylierung von Glutaminsadure durch ruhende 
Kulturen von Endomycopsis vernalis. 


Das natiirliche Vorkommen der y-Aminobuttersiure wird, wie er- 
wahnt, allgemein der Aktivitét der Glutaminsiure-Decarboxylase zuge- 
schrieben. Alle Decarboxylasen werden sowohl durch Cyanwasserstoff 
als auch durch Aldehyd- und Keton-Reagentien wie Semicarbazid und 
Hydroxylamin reversibel gehemmt (vgl. MryErnor, 1949; ROBERTS, 
1952). Das px-Optimum der Glutaminsaure-Decarboxylase liegt bei 
héheren Pflanzen nach Scuaves, Mims u. Scuaves (1946), SCHALES u. 
Scuaxus (1946) sowie BEEVERS (1951) bei 5,6. In verschiedenen tierischen 
Geweben liegt es bei px 6,8 (ROBERTS u. FRANKEL, 1951), wihrend nach 
Gaz (1946) bei Bakteriensuspensionen das Optimum bei pu 4,0—4,5 
liegt. 

Es sollte also zunachst nachgepriift werden, ob das verschiedentliche 
Auftreten der y-Aminobuttersiure in den Kulturverstichen mit Hndo- 
mycopsis vernalis (s. Hinleitung) auf die Aktivitat der Glutaminsaure- 
decarboxylase zuriickgefiihrt werden kann. 

Zum Nachweis wurde mit ,abgetoteten Pilzzellen‘‘ gearbeitet. Der Pilz wurde 
4 Tage lang auf WortsE-Nahrlésung mit 1% Ammoniumsuccinat als N- Quelle vor- 
gezogen, gewaschen und zentrifugiert und zur Abtotung mit Chloroform versetzt. 
5 ml einer dichten Zellsuspension wurden jeweils mit 5 ml einer 0,1 molaren Gluta- 


minsaurelésung inkubiert. Nach abgestuften Einwirkungszeiten wurde die Pilzmasse 
mittels Blaubandfilter (Schleicher u. Schiill Nr. 5893) von der Lésung abfiltriert, 


- 


t 
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das Filtrat chromatographiert und die quantitative Analyse nach obigen Angaben 
durchgefihrt. : 


. 
7 


Versuchsschema 
Pilzsuspension Substrat 
a) unvorbehandelt 0,1 mol Glutaminsaure-Lésung 


b) 2 Std mit 0,001 mol Semicarbazid s 
vorbehandelt 


c) 2 Std mit 0,001 mol Hydroxylamin Pr 
vorbehandelt ; 


d) unvorbehandelt Wasser (Kontrolle) ; 


Papierchromatographische Analysen des filtrierten Ansatzes nach 0, 2, 8, 14 und 
28 Std. 


Die Kontrollanalysen (Tab. 1, d) zeigen, da wahrend der Versuchs- 
dauer nur sehr geringe Mengen von Glutaminsaure und y-Aminobutter- 
sdure durch Autolyse des abgetéteten Mycels entstehen. Auch einige 
andere, durch Autolyse auftretende Aminosdiuren sind nur in ganz 
schwachen Spuren vorhanden. — In Reihe a entspricht die Abnahme 
der Glutaminsaure sehr gut der Zunahme der y-Aminobuttersaéure. Nach 
28 Std ist bis auf einen geringen Rest die Glutaminsiiure quantitativ in 
y-Aminobutterséiure umgewandelt. 

Daf fiir das Auftreten der y-Aminobuttersiure die Aktivitat der 
Glutaminsadure-Decarboxylase verantwortlich ist, zeigen die Versuche b 
und c. Die Hemmstoffe Semicarbazid und Hydroxylamin verhindern die 
Decarboxylierung der Glutaminsaure. Es treten nur geringfiigige Mengen 
von y-Aminobuttersiure auf. 

Die Versuche wurden durch Wiederholung gesichert. Sie stellen die 
Existenz einer Glutaminsiiure-Decarboxylase bei Endomycopsis vernalis 
fest. Die Aufzucht des Pilzes auf Ammoniumsuccinat zeigt auBerdem, 
daB die Bildung des Fermentes ohne Gegenwart des spezifischen a 
strates beim Wachstum des Pilzes erfolgt, die Glutaminsiure-Decarb 
oxylase also ein konstitutives Enzym im Sinne von Karstrém (1929 
u. 1930) ist. 

Die Analysen der freien Aminosiuren des Pilzmycels und der Nahr- 
lésungen von Asparagin- und Glutaminsdurekulturen hatten ein starkes 
Auftreten der y-Aminobuttersiiure gezeigt, wenn gleichzeitig hohe Kon- 
zentrationen von Glutaminsiure vorhanden waren (vgl. Katine, 1955). 
Ks darf also geschlossen werden, da das Ferment vom Wachstumsbegiag 
der Kultur an in den Zellen vorhanden ist. 


Ks sei hier bemerkt, daB ahnliche Versuche auch mit Asparaginsaure als Substrat 
durchgefiihrt wurden, um auf das Vorhandensein einer Asparaginsiure-Decarb- 
oxylase zu priifen. Das Ergebnis war negativ. Das in Kulturen von Endomycopsis 
auftretende «-Alanin kann also nicht auf Decarboxylierung von Asparaginsiure 
zuriickgefiihrt werden (vgl. Katina, 1955 a, b). 


val 
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2. Die Transaminierung der y-Aminobuttersaure 
uber «-Ketoglutarséure zu Glutaminsdaure. 


i ee 


Das Vorhandensein der Glutaminsaure-Decarboxylase in Endomycopsis 
vernalis erklart wohl die Art der Entstehung der y-Aminobuttersaure, 
sagt jedoch nichts tiber das weitere Schicksal dieser Aminosiure im 
Stoffwechsel aus. Wir konnten in friiheren Arbeiten zeigen, daB die y- 
Aminobuttersiure im N-Stoffwechsel einer weiteren Verwendung zu 
gefiihrt wird: Sie ist eine ausgezeichnete N-Quelle fiir den Versuchs- 
organismus und tritt auch im Mycel auf; gleichzeitig mit ihr sind dann 
aber auch die Grundaminosduren in hoher Konzentration nachweisbar. 
Auch andere Beobachtungen geben Veranlassung zur Annahme, daB die 
verhaltnismaBig starke Produktion der y-Aminobuttersaiure mit einem 
standigen Verbrauch Hand in Hand geht. ; 

Eine Teilnahme der y-Aminobuttersiure an dem N-Stoffwechsel 
miiBte sich in einer enzymatischen Umwandlung der y-Aminobuttersiure 
in andere Stoffwechselprodukte zeigen. In Vorversuchen lieBen wir die 
abgetoteten Pilzzellen auf Substrate von y-Aminobuttersiure mit einem 
Zusatz von verschiedenen Ketosiiuren einwirken. «-ketoglutarsaures 
Natrium, brenztraubensaures Natrium (beide von Deutsche Hoffmann- 
La Roche AG), Oxalessigsiure und «-Ketoisocapronsaure. Nur in einem 
einzigen Falle, namlich bei dem Substrat: y-Aminobuttersiure + «- 
Ketoglutarsiure, trat im Chromatogramm deutlich Glutaminsiiure auf. 
Sie scheint also durch eine Transaminierungsreaktion aus y-Aminobutter- 
sdure entstanden zu sein. Die Reaktion der y-Aminobuttersiiure mit 
a-Ketoglutarsdure zu Glutaminsiiure wire demnach spezifisch. 

Zum Nachweis dieser Transaminierung wurde eine Versuchsreihe 
durchgefiihrt, deren Ergebnisse Tab. 2 zeigt. 

Das Zellmaterial wurde wieder auf WéitTsE-Nahrlésung mit 1% Ammonium- 
succinat als N- Quelle aufgezogen. Mit je 5 ml der in der Tab. 2 aufgefiihrten Sub- 
stratlésungen wurden im Chloroformansatz je 5 ml einer dichten Pilzsuspension 


inkubiert. Die Tab. 2 zeigt die Glutaminsiurebildung auf Grund papierchromato- 


graphischer Analysen nach 8stiindiger Versuchsdauer. 


Die Kontrollen mit Wasser und y-Aminobuttersiiure als alleinigem 
Substrat (Versuche a u. b) zeigen ein nur geringfiigiges Auftreten von 
Glutaminsiéure, die wohl durch Autolyse entstanden ist und auBer Be- 
tracht gelassen werden kann. Die Transaminierung der y-Aminobutter- 
siure zu Glutaminsiiure bei Anwesenheit von «-Ketoglutarsiure ist 
spezifisch (Versuche c—e). y-Aminobuttersiure mit Brenztraubensiure 
oder «-Ketoisocapronsiiure gibt keine Transaminierung zu Alanin oder 
Leucin. Eine eventuelle Desaminierung der y-Aminobuttersaure und 
anschlieBende Aminierung der «-Ketoglutarsiiure mit Hilfe des ab- 
gespaltenen Ammoniak wird durch die negativen Kontrollen mit Am- 
moniumsuccinat und Ketosiiuren ausgeschlossen (Versuche f—h). 


| 
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Kine quantitative photometrische Analyse ergab, daB etwa 16—18% 
der zugesetzten y-Aminobuttersiiure nach 20 Std Einwirkung der 
Suspension des abgetéteten Pilzes zu Glutaminsiure transaminiert 
wurden. — Daf die Transaminierungsreaktion nur diese Menge umsetzt, 
kann seinen Grund in einem Gleichgewichtszustand bei dem pu- Wert 
der Losung haben!. AuBerdem ist zu bedenken, da8 auch die Glutamin- 
séure-Decarboxylase in dem Versuch noch aktiv war, 


Tabelle 2. Transaminierung von y-Aminobuttersture. 
9 a a a al i ma ca 


< 4 Ketosadure im 
Versuch |N-Verbindung im Vise reismnsata ireasashwdanate Gebildete Glutaminsiure 
Pee gt ASI es 
a Wasser — Spur 
1% y-Aminobuttersaure | —_ Spur 
Cc 1% y-Aminobutterséure | 1/,% «-Ketoglutar- ac 
saure 
d 1% y-Aminobuttersiure | 1/,% Brenztrauben- e3 
saure | (auch kein Alanin!) 
e 1% y-Aminobuttersiure | 1/,% a-Ketoiso- — 
capronsaure (auch kein Leucin!) 
f 1% Ammoniumsuccinat — oa 
g 1% Ammoniumsuccinat | 1/,% Brenztrauben- — 
saure 
h 1% Ammoniumsuccinat | 4/,% «-Ketoglutar- | — 
saure 


Mit dem Nachweis der Transaminierung der y-Aminobuttersaéure mit 
a-Ketoglutarsdure zu Glutaminsdure ist eine spezielle Funktion der y- 
Aminobutterséure im Aminosaurestoffwechsel gegeben. Ihre Bedeutung 
ware wohl zunachst darin zu sehen, da hier ein neuer Weg zur Bildung 
der im Mittelpunkt des N-Stoffwechsels stehenden Glutaminsaure vor- 
liegt. Die merkwiirdige Tatsache, daB ein Decarboxylierungsprodukt 
einer Aminosiure durch einen Kreisproze8 wiederum zur Synthese der 
betreffenden Aminosaure verwendet wird, soll noch Gegenstand weiterer 
Untersuchungen sein. 

Nach Abschlu8 dieser Versuche (vgl. auch Mitt. Katine, 1954) wurden Arbeiten 
von Brssman, Rossen u. Layne (1953); RoBerts u. Brecorr (1953) sowie 
Rogerts, AYANGAR u. PosnER (1953) bekannt, die kurze Zeit vorher bei anderen 


Organismen zu dem gleichen Ergebnis gekommen waren. In tierischem Gewebe und 
in Homogenaten von Aspergillus fumigatus und Escherichia coli stellten sie dieselbe 


1 Die px-Werte dieser Versuchsreihe sind auf den gleichen Wert von 4,5 bei Ver- 
suchsbeginn gebracht worden. Aus Griinden, die noch besprochen werden sollen, 
war ein Arbeiten mit Pufferlésungen von genau definiertem py-Wert bei dem ab- 
getoteten Zellmaterial nicht méglich. 

28* 
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Transaminierungsreaktion fest. Auch MIETTINEN u. VIRTANEN (1953) berichten von 
dieser Transaminierungsreaktion mit Homogenaten von Erbsenwurzeln. — Somit 
ist diese neue Transaminierungsreaktion fiir die héhere Pflanze, fiir tierische 
Gewebe und fiir Mikroorganismen gesichert?. 


3. Die Transaminierung von Glutaminsadure 
zu y-Aminobuttersaure. 


Der Nachweis einer Reversibilitaét der Umaminierungsreaktion y-Aminobutter- 
siure + «-Ketoglutarsiure = Glutaminsaéure + Monoaldehydbernsteinsaure stoBt 
auf Schwierigkeiten. Diese sind einmal dadurch bedingt, daB die Wirkung der stark 
aktiven Glutaminsaure-Decarboxylasedie Transaminierung der Glutamin- 
saure zu y-Aminobuttersaure tiberlagert, zum anderen durch die Unméglichkeit, eine 
spezifische Hemmung der Glutaminsaure-Decarboxylase in abgetétetem Pilzmaterial 
durchzufiihren, da sowohl fiir die Decarboxylase als auch die Transaminase Pyri- 
doxal-5-Phosphat die prosthetische Gruppe der Fermente bildet. Eine weitere 
Schwierigkeit ergab sich aus der Erfahrung, daB es nicht méglich war, fiir die ver- 
schiedenen Versuchsansatze ein Puffergemisch zu finden, das in Gegenwart der 
abgetéteten Zellmasse einen konstanten pq-Wert ergibt. 


Es wurde eine Reihe von Versuchen mit verschiedenen Ansatzen 
durchgefihrt. Die Deutung dieser Versuchsergebnisse fiihrt zu keinem 
klaren Ergebnis, da Hemmungsversuche mit Semicarbazid, Hydroxyl- 
amin und auch Schwermetallionen durch die sich iiberdeckenden Reak- 
tionen und die Aufhebung der Hemmung durch Zugabe von Ketosaéuren 
kein eindeutiges Bild zulassen. 

Eine Moglichkeit, die Transaminierung von Glutaminsiure zu y- 
Aminobuttersdure neben der Decarboxylierungsreaktion festzustellen, 
besteht in vergleichenden quantitativen Analysen. Auf diesem Wege 
haben ebenfalls Bessman, Rossen u. Layne (1953) die Reversibilitat 
der Transaminierung in Gehirnhomogenaten von verschiedenen Tieren 
mit Glutaminsiure + Monoaldehydbernsteinsidure festgestellt. 


Bei der in Tab. 3 aufgefiihrten Versuchsreihe wurde das Pilzmaterial wie bisher 
durch Vorzucht auf W6LTJE-Nahrlésung mit 1% Ammoniumsuccinat als N- Quelle 
gewonnen. In einem Ansatz (b) wurde als Substrat eine 0,1 molare Glutaminsaure 
allein zugefiihrt, wahrend in allen anderen Versuchsgliedern [auf er einer Kontrolle 
der Pilzsuspension mit Wasser (a)] verschiedene organische Sauren als Zusatz zu der 
Glutaminsaiure gegeben wurden. Die organischen Siuren sollten eventuell einen 
Aufschlu8 tiber den Weg geben, auf dem Monoaldehydbernsteinsaure entsteht, die 
als Aminoacceptor bei der Bildung von y-Aminobuttersiure angenommen werden 
mu. Die Substratlosungen wurden mit verdiinnter NaOH bzw. HCl auf den gleichen 
pu-Wert eingestellt. Nach der papierchromatographischen Trennung wurden 
spektralphotometrisch die Konzentrationen der y-Aminobuttersiure in den einzelnen 
Ansiatzen gemessen. Analysen nach 6 und 15 Std. 


1 Eine rein chemische (,,nichtenzymatische*‘) Transaminierung (siehe Hryns, 
1949 u. Giri, KALYANKAR u. VAIDYANATHAN, 1954) liegt bestimmt weder in diesem 
noch in einem anderen unserer Versuche vor, da die’ Bedingungen (Erwarmung) 
nicht erfiillt waren. AuBerdem traten in reinen Substratlésungen ohne Pilzsuspen- 
sion niemals Umsetzungen auf. 
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Wie aus Tab. 3 hervorgeht, haben verschiedene organische Sauren als 
Zusatz zum Glutaminsiuresubstrat eine unterschiedliche Wirkung auf 
die Bildung von y-Aminobuttersiure. Aus dem Kontrollansatz b ergibt 
sich das AusmaB der Decarboxylierung der Glutaminsaure zu y-Amino- 
buttersiure. Diese Aminosiure tritt nur bei Zusatz von Natriumacetat (e) 


Tabelle 3. 
Enzymatische Transaminierung von Glutaminsdure zu y-Aminobuttersdure. 
y-Aminobuttersiure | Px bei 
Versuch Substrat in Millimol nach Versuchs- 
6 Std 15Std | anfang 
a HE eh eee SAVE: hee 89) ald. SLED FG 4,2 
b 0,1 mol. Glutaminsfure. ..... | 0,022 0,051 4,2 
c 0,1 mol. Glutaminsiure. . . . . . | 0,022 | 0,046 4,1 
| 0,1 mol. Athylalkohol 
d | 0,1 mol. Glutaminsaure stoi haboekicrs | 0,017 0,044 4,2 
| 0,1 mol. Apfelsaure | 
e 0,1 mol. Glutaminsaure . .: .. . | 0,027 0,068 4,1 
0,1 mol. Na-Acetat | 
ia 0,1 mol. Glutaminsféure...... 0,014 0,033 4,3 
0,1 mol. Fumarsaure 
g 0,1 mol. Glutaminséure. ..... | 0,020 0,047 | 4,2 
0,1 mol. Brenztraubensaure 
h 0,1 mol. Glutaminsfure...... 0,033 | 0,071 4,2 
0,1 mol. Citronensaéure 
i 0,1 mol. Glutaminséure...... | 0,022 0,050 4,2 
0,1 mol. Bernsteinséure 


und von Citronensiure (h) in Mengen auf, die ttber den Wert der Kon- 
trolle hinausgehen. Die Reversibilitit der Transaminierungsreaktion 
zwischen y-Aminobutterséure und Glutaminsdure wird damit gestiitzt. 
Diese Reaktion ist allerdings nicht so eindeutig zu fassen wie der um- 
gekehrte, von y-Aminobuttersdiure zu Glutaminsaure fiihrende ProzeB. 
Es muB auch bezweifelt werden, ob die erstgenannte Reaktion neben der 
eindeutig nachweisbaren starken Decarboxylierung der Glutaminsaure 
eine groBe Rolle bei der Bildung der y-Aminobuttersaure im Organismus 
spielt. 

Uber den Weg, der zur Bildung der Monoaldehydbernsteinsaure als 
dem angenommenen Aminoacceptor im Stoffwechsel fuhrt, kann auf 
Grund dieser Versuche nichts Endgiiltiges ausgesagt werden. 


Leider stand zu den in Tab. 3 angefithrten quantitativen Transaminie- 
rungsversuchen keine Monoaldehydbernsteinsaure mehr zur Verfiigung, 


| 
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da diese in Vorversuchen verbraucht worden war!. Diese Experimente 
mit Monoaldehydbernsteinsiure lieBen jedoch erkennen, daB sie ebenfalls 
eine erhohte Bildung von y-Aminobutterséure bewirkt. ; 
‘ s) 
4. Die y-Aminobuttersaure als ,, Reservoir“ E 

fir die Glutaminsaure im Stoffwechsel. 


Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Arbeiten von BESSMAN u. 
Mitarb., RoBrerts u. Mitarb., sowie MIETTINEN u. VIRTANEN laBt die 
sicher nachgewiesene Transaminierung der y-Aminobuttersiure zu Glut- 
aminsiure (vgl. Tab. 2) als einen Hauptweg erscheinen, auf welchem 
y-Aminobuttersiure im Organismus genutzt wird. 

EMMERLING hat schon im Jahre 1902 bei verschiedenen Pilzen gezeigt, daB ein 
gutes Wachstum einiger Mikroorganismen auf y-Aminobuttersiure als N- Quelle 
méglich ist. Es ist anzunehmen, daB die genannte Transaminierung hierbei wohl der 
einzige Weg ist, auf dem der Stickstoff der y-Aminobuttersaure fiir den Organismus 
nutzbar gemacht werden kann. Nach BressMAN u. Mitarb. (1953) ist das 2. Produkt 
bei der Transaminierung sehr wahrscheinlich Monoaldehydbernsteinsaure oder eine 
sehr nahe verwandte Substanz. Monoaldehydbernsteinsaure ist verschiedentlich im 
intermediaren Stoffwechsel nachgewiesen worden. GREEN, WESTERFELD, VENNES- 
LAND u. Knox (1942) zeigten fiir Herzmuskelpraparate und Roperts u. BREGOFF 
(1953) fiir Nervengewebe, da Monoaldehydbernsteinsaure durch Decarboxylierung 
von «-Ketoglutarsiure entsteht (vgl. auch OcHoa, 1944 und 1951). SHEMIN u. 
WITTENBERG (1951) halten es fiir sehr wahrscheinlich, daB Monoaldehydbernstein- 
sdure bei der Bildung von Protoporphyrin gebraucht wird. 


Ks besteht auferdem eine groBe Wahrscheinlichkeit, daB bei Endo- 
mycopsis vernalis nach Riickbildung von Glutaminsaure durch Trans- 
aminierung von y-Aminobuttersiure das C-Skelet der letzten iiber den 
Tricarbonsiurecyclus wieder dem Stoffwechsel zugefiihrt wird. In 
fritheren Versuchen (Katine, 1955a) wurde gezeigt, daB Kulturen mit 
y-Aminobuttersiiure als alleiniger C- Quelle eine relativ stiirkere Trocken- 
gewichtszunahme erfahren als mit verschiedenen anderen Aminosauren. 


An anderer Stelle (Karna, 1955 b) wurde aber auch tiber enzymatische 
Transaminierungsversuche und_ iiber Analysen der Aminosiuren be-. 
richtet, die im Mycel von Kulturen auf y-Aminobuttersiiure gefunden 
wurden. Es ergab sich, daS von der letztgenannten Aminosiiure eine 
lebhafte Bildung der Grundaminosiiuren ausgeht. Besonders aufschluBb- 
reich erscheint ein Versuch, der in Tab. 4 (S. 399) wiedergegeben wird. 


Versuchsanordnung. Der Pilz wurde nach N-armer Vorkultur (4, Asparagin) auf 
zuckerfreie Naihrlésungen iibergesetzt, welche a) Asparagin, b) y-Aminobuttersaure, 
¢) Glykokoll als alleinige N- und C-Quelle enthielten, Eine papierchromatogra- 
phische Analyse der freien Aminosauren des Mycels (bzgl. Methode vgl. Katrine, 
1955b) wurde nach 2, 12 und 32 Std vorgenommen. 


' Fir die Herstellung von Monoaldehydbernsteinsaure gebiihrt Herrn Dr. 
H. Srerrer vom Chemischen Institut der Universitat Bonn unser herzlicher Dank. 
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Im Zeitpunkt der Umpflanzung zeigt der Pilz infolge der N-armen 
Aufzucht nur schwach drei Grundaminosauren: Asparaginsiure, Glut- 
aminsaure und Alanin. Fir die Neubildung der Aminosiiuren aus der 
(aus der Nahrlésung aufgenommenen) N-Quelle standen nur die zell- 
eigenen C-Reserven zur Verfiigung. 

2 Std nach der Ubertragung zeigen sich im Mycel folgende Verhalt- 
nisse: Auf y-Aminobuttersdure als N- Quelle tritt diese Aminosdure 
selbst im Zellinnern stark auf, in mittelstarker Konzentration auBerdem 
Glutaminsiure. Auf Asparagin sind Asparaginsiure und Glutamin- 
saure im Mycel mittelstark vorhanden; die y-Aminobuttersdure hat. in 
dieser Kultur gegeniiber der Ausgangskonzentration eine geringe Zu- 
nahme erfahren. In den Zellen der Glykokollkulturen treten neben 
viel Glykokoll mittelstark Glutaminsiure und Asparaginsiure und 
schwach y-Aminobuttersaure auf. 

Bereits 10 Std spater hat sich das Bild vollkommen ernietn Bei 
y-Aminobuttersiure als N-Qelle zeigt sich in starkem Aus- 
mae eine Bildung von Glutamin- und Asparaginsaure; in der 
Asparaginkultur ist jetzt ttberraschenderweise eine sehr starke Kon- 
zentration von y-Aminobuttersdiure neben geringen Mengen von Aspara- 
ginsdure, Glutaminsiure und Alanin festzustellen; die Glykokoll- 
kultur zeigt zu dem gleichen Zeitpunkt ebenfalls ein Ansteigen der 
Konzentration der y-Aminobuttersiure neben einem Absinken der 
Glutaminsaure. — Nach 32 Std Kulturdauer ist das soeben Geschilderte 
noch deutlicher ausgepragt: Bei der y-Aminobuttersaurekultur 
bleiben die Grundaminosauren stark konzentriert, wahrend 
bei der Asparagin- und Glykokollkultur die y-Aminobutter- 
siure auf Kosten der Grundaminoséuren an Konzentration 
zunimmt. 

Man wird wohl nicht fehlgehen, wenn man diese Ergebnisse folgender- 
maBen deutet: In allen Fallen, jedesmal aber etwas verschieden, kommt 
die Beschriinkung der verfiigbaren Menge von C-Geriisten und des 
energieliefernden Materials zur Geltung. In den Asparaginkulturen 
werden die vorhandenen C-Geriiste durch die Transaminierungsreak- 
tionen verbraucht, die vor allem zur Bildung von Glutaminsaéure und 
Alanin fiihren. Das starke Auftreten von y-Aminobuttersaure in diesen 
Kulturen ist auf eine Decarboxylierung der reichlich entstehenden Glut- 
aminsiure zuriickzufihren. Wie die Tab. 4 (S. 399) zeigt, nimmt deren 
Konzentration sehr schnell ab. — Auch beim Glykokoll lauft die N-Assi- 
milation tiber eine primaire Bildung von Glutaminsdure. Nach Versiegen 
des O-Vorrates kommt dieser ProzeB zum Stillstand. Da aus dem gleichen 
Grunde wohl auch die Weiterverarbeitung der Aminosiuren zum Eiweif 
ihr Ende findet, wird die sich anreichernde Glutaminsaure wiederum zu 
y-Aminobutterséure decarboxyliert. — Die Kultur auf y-Aminobutter- 
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siure hingegen zeigt im Zellinnern mit zunehmender Versuchsdauer 
steigende Mengen der ,,Grundaminosiauren‘‘. Bei dem standigen Nach- 
schub der y-Aminobuttersiéure von auBen werden die C-Reserven voll- 
stindig fiir die Bildung der Grundaminosiuren benutzt. Bei der gleich- 
bleibend hohen Konzentration stellt sich also ein Gleichgewichtszustand 
ein: Die Decarboxylierung der Glutaminsiure bleibt in ihrem Ausmafe 
bald zuriick, die Grundaminosduren bleiben in relativ hoher Konzen- 
tration bestehen, ja, sie werden aus der y-Aminobuttersaure neu gebildet, 
solange die zelleigenen C-Vorrate reichen. 

Wenn diese naheliegende Deutung zutrifft, so kann die y-Aminobutter- 
sdure geradezu als ein ,,Reservoir“ fiir die Glutaminsdure an- 
gesprochen werden: Letztere wird naimlich bei reichlicher Bildung oder 
starkem Angebot zu y-Aminobuttersdure decarboxyliert. Nimmt aber 
der Vorrat der ,,zentralen‘‘ Glutaminsaure durch ihre fortwahrende Um- 
bildung zu neuen Aminosiuren ab, so wird er durch einen riicklaufigen 
Prozefs von der y-Aminobutterséure aus durch Transaminierung ,,auf- 
gefullt‘’. Es liegen dann fiir diesen Fall ahnliche Verhaltnisse vor, wie 
sie in Tab. 4 der Versuch mit y-Aminobuttersiure als N- Quelle fiir das 
Zellinnere wiedergibt: Wenig Grundaminosauren und reichliches An- 
gebot an y-Aminobuttersaure. 

Die Rolle der y-Aminobuttersiure im N-Stoffwechsel von Endomycop- 
sis vernalis mu demnach in einem engen wechselseitigen Zusammenhang 
mit dem System der Grundaminosiuren, speziell der Glutaminsiure, 
gesehen werden. — Ob die y-Aminobuttersiiure auch ein EiweiBbaustein 
bei Endomycopsis vernalis ist, kann noch nicht entschieden werden. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Die bei der N-Assimilation von Endomycopsis vernalis mehrfach 
gefundene y-Aminobuttersiiure entsteht durch enzymatische Decarb- 
oxylierung von Glutaminsiure. In abgetéteten Pilzzellen konnte eine 
Glutaminsiure-Decarboxylase mit hoher Aktivitit sichergestellt werden. 

2. Die y-Aminobuttersiiure kann ihrerseits durch eine Transaminie- 
rungsreaktion mit «-Ketoglutarsiiure in Glutaminsiure iibergefiihrt 
werden. 

3. Die Reversibilitat der Transaminierung war wegen der Uber- 
deckung des Prozesses durch die Decarboxylierung der Glutaminsaure 
nicht mit Sicherheit nachzuweisen. 

4. Durch den Vergleich des Aminosiurestoffwechsels in Zellen, denen 
unter geeigneten Versuchsbedingungen y-Aminobuttersiure bzw. Aspa- 
ragin bzw. Glykokoll als N- Quelle gegeben wurde, lie® sich wahrschein- 
lich machen, daB die Glutaminsiure nach ihrer Decarboxylierung zu 
y-Aminobuttersiure in einer Art von ,,KreisprozeB“ aus dieser durch 
Transaminierung wieder riickgebildet wird. 
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5. Es wird die Méglichkeit diskutiert, da die y-Aminobuttersaiure 
ein Reservoir fiir die Neubildung von Glutaminsaure darstellt, deren 
zentrale Stellung bei den Transaminierungsreaktionen bekannt ist. 


Diese Untersuchungen wurden von meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. 
MAXIMILIAN STEINER angeregt und in jeder Weise geférdert. Die Deutsche Hoft- 
mann-La Roche AG stellte verschiedene Substanzen zur Verfiigung. Die Deutsche 
Forschungsgemeinschaft gewahrte eine Sachbeihilfe. Allen Genannten sei auf das 
Verbindlichste gedankt. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Géttingen.) 


Energetische Untersuchungen an Pilzen und Bakterien*. 


Von 
WOLFGANG SCHONBORN. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 31. Marz 1955.) 


Bei den Aspergillaceen besteht neben der Ascosporenbildung in 
Perithecien eine lebhafte vegetative Vermehrung durch Conidien. Seit 
KLEBs ist viel Miihe darauf verwendet worden, die 4uBeren Bedingungen 
festzustellen, unter denen die eine oder die andere Art der Fortpflanzung 
stattfindet (ScHwARTz). HAWKER sowie Litty u. BaRNettT bringen aus- 
fithrliche Angaben iiber die bisherigen Ergebnisse; es fallt auf, daB diese 
kein einheitliches Bild ergeben und sich sogar zum Teil zu widersprechen 
scheinen. Dennoch wird man annehmen diirfen, daB die eigentlichen 
inneren Bedingungen fiir die Bildung einer bestimmten Fortpflanzungs- 
form bei allen Pilzen ahnlich, wenn nicht sogar gleich sind. Nur wird 
die Art und Weise, den notwendigen physiologischen Zustand des 
Mycels hervorzurufen, bei den verschiedenen Pilzen unterschiedlich sein, 
so wie sie auch nicht dieselbe Struktur des Plasmas, der Proteine, der 
Fermentsysteme, tiberhaupt des gesamten celluliiren Aufbaus aufweisen. 
Stoffwechselunterschiede kénnen auch auBerlich feststellbare Kenn- 
zeichen derartiger Verschiedenheiten sein und werden wahrscheinlich 
auch zwischen sexueller und vegetativer Phase eines Organismus be- 
stehen. 

So findet z. B. bei Saccharomyces cerevisiae die vegetative Vermehrung 
durch Zellsprossung auch bei Giirung statt, wihrend die Ascosporen- 
bildung nur bei stark oxydativem Stoffwechsel, namlich bei Zichtung auf 
Gipsblécken, méglich ist. Hiernach scheint die sexuelle Fortpflanzung an 
einen héheren Energieumsatz gebunden zu sein. Weitere Beobachtungen 
in dieser Richtung haben bereits Brzssonorr, Sauron, Foster sowie 
HAWKER gemacht. Es erschien daher lohnend, die Energiebilanzen 
einiger Pilze bei Ausbildung verschiedener Vermehrungs- bzw. Fort- 
pflanzungsformen zu vergleichen. . 

Wie Ripret-BaLprs und Kaurmann zeigten, kann der 0.K. nach 
Pfeffer hierzu sehr niitzlich sein. Um jedoch die energetischen Verhalt- 
nisse besser zu erfassen, ist eine Bestimmung des Koeffizienten nach 


* Auszug aus einer Dissertation der math.-nat. Fakultat der Universitat Got- 
tingen 1955. 
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RvuBNER, oder ,,Wahren Nutzwertes‘‘ (W.N.) nach Riepet-BaLpEs [ Be- 
stimmung der calorimetrisch zu ermittelnden Energiebilanz : Energie- 
gehalt der Anfangs-Nahrlésung — Energiegehalt von (Zellmasse ++ Rest- 
nahrlésung)] nétig. Beide Koeffizienten sollen im folgenden in Prozent 
angegeben werden. AuBerdem muBten die Bedingungen der Perithecien- 
und Conidienbildung fiir die vorgesehenen Versuchspilze untersucht 
werden. 


Methodik. 


Die Versuche wurden in 200 cm?-Erlenmeyer-Kolben ausgefiihrt, die je 50 cm? 
einer Nahrlésung folgender Zusammensetzung enthielten: 0,7% KN O33 031% 
KH,PO,; 0,05% MgSO,-7H,0; 0,001% FeSO,-7H,0; 4% Zucker. Sie soll im 
folgenden als Stammnahrlésung bezeichnet werden. Als Kohlenstoffquelle 
wurde fiir alle calorimetrischen Versuche Glucose verwendet, sonst Rohrzucker. 

Die im Autoklaven durch Druckerhitzung bis 1,5 Atii sterilisierten und 
mit einer Aufschwemmung von Sporen einer 14 Tage alten Kultur von Wiirze- 
Schrag-Agar beimpften Kolben wurden im Brutraum bei 25° C gehalten. 

Bei der Aufarbeitung der Versuchskolben wurden fiir alle Bestimmungen 2 bis 
5 Kolben gemeinsam aufgearbeitet. Ferner wurde jede Versuchsreihe durch einen 
Parallelversuch gesichert. Mycelentwicklung und Sporenbildung wurden makro- 
skopisch, in Zweifelsfaillen auch mikroskopisch, beobachtet und bezeichnet wie 
in Tab. 1 angegeben. 

Die pxa-Messung erfolgte mit Spezial-Indicatorpapier von Merck. 

Das Mycel wurde auf hartem Filtrierpapier von der Restnahrlésung abfiltriert 
und mit Aqua dest. gewaschen, bei 100—105° C im Trockenschrank getrocknet, 
24 Std im Exsiccator belassen und dann gewogen. 

Zur KiweiBbestimmung wurde die Stickstoffbestimmung nach KyELDAHL durch- 
gefiihrt und die erhaltenen Stickstoffwerte durch Multiplikation mit 6,25 auf EiweiB 
umgerechnet. Dabei wurde in Kauf genommen, da8 auch der Stickstoff des Chitins 
der Zellwande als EiweiBstickstoff erschien. 

Die Bestimmung der Lipoide erfolgte nach Grrrmrs nach einem Salzsaure- 
aufschluB. 

Der Zuckergehalt der Ausgangs- und der Restnahrl6sung wurde durch direkte 
Titration nach FEHLING-SOxHLET erhalten. 

Die calorimetrischen Bestimmungen des Mycels und der Restnahrlosungen er- 
folgten im Calorimeter nach HuckreNn u. MEYER in der Art, wie es von RIPPEL u. 
Brur angegeben wurde. Das bedeutet, daB alle energetischen Angaben in dieser 
Arbeit sich nicht auf ,,Freie Energie“‘ sondern auf ,,Bildungsenthalpien“ beziehen, 
die hier mit geniigender Genauigkeit verwendet werden kénnen (NETTER). 


Experimenteller Teil. 


A. Versuche an Aspergillus amstelodami (Mangin) Thom and 
Church! zur Beeinflussung der Fruchtform. 


Der zu den Versuchen verwendete Stamm von A. amstelodami bildet seine 
leuchtend gelben Perithecien auf den meisten Substraten, viel seltener Conidien. 
Da bei den meisten Aspergillen aber Perithecien schwer zu erhalten sind, erschien 
der Pilz fiir Versuche an beiden Fruchtformen geeignet. 

Auf Stammniahrlésung bildet der Pilz nur Perithecien. Selbst die kleinsten 
Mycelinseln sind von ihnen leuchtend gelb; im mikroskopischen Bild ist von den 


1 Die Bestimmung der Pilze erfolgte nach Raper u. THom bzw. THom u. RaPur- 
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Hyphen zwischen den einzelnen Fruchtkérpern kaum etwas zu sehen, Erst wenn 
die Nahrstoffe verbraucht sind und das Mycel zu autolysieren beginnt, entstehen 
auf seiner Oberflache auch Conidientrager mit mausgrauen Conidien, die in kleinen 
Flecken von héchstens 10 mm Durchmesser angeordnet sind. 

Versuche zeigten, daB die Ausbildung eines typischen Perithecien- 
mycels unabhangig ist von dem Alter und der Art der zur Impfung 
gelangenden Sporen. Auch erwiesen sich die Ascosporen als einheitlich 
in dieser Hinsicht. Doch tibten einige Bedingungen einen deutlichen 
EinfluB auf die Vermehrungsform aus. 


1. EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration. 


Der py-Wert beeinfluBt nicht nur direkt durch die Konzentration der 
H* und OH- die Pilzentwicklung, sondern auch sekundir durch Aus- 
fallung von Schwermetallsalzen im alkalischen Bereich oder im sauren 
Bereich durch Giftwirkung undissoziierter organischer Sauren, die als 
Ionen ungiftig waren (vgl. A. Rrppet-Bapzs, 1955). 


Tabelle 1. A. amstelodami. Entwicklung des Mycels, der Fruchtform 
und des py-Wertes in Abhdngigkeit vom Anfangs-pxu. 


Alter der Kultur in Tagen 
Anfangs-pH 
8 9 11 14 20 
a a a a a 
1,9 ace == — — keine 
Keimung 
2,8 — — — M5 M5 
3,6 M 30 P 100 ' M60 P 100 | M80 P 100 
Bits 4,7 5,1 
4,8 M90 P 100 |M 100 P 100 M 100 P 100 
5,4 5,4 | 5,5 
5,6 M75 P 100 | M90 P 100 i'M 100 P 100 
5,4 5,4 5,4 
6,4 M60 P 100 | M80 P 100 M90 P 100 
5,6 5,5 
7,1 M 40 5,7 M60 5,4 M90 5,5 
P70 C30 | P 100 P 100 
nt M 30 6,1 | M40 5,6 M70 5,4 
P50 C50 P90 K 10 P 100 
8,4 M 30 5,8 M 40 5,4 M 70 5,4 
P 30 C70 P 50 K 50 P70 C30 
9,1 M 10 6,1 M 20 5,7 | M30 5,4 M 40 5,5 
C 100 P05 K 95 P 20 K 80 P60 K 40 
10,4 — — M5 9,8 M10 9,1 M 30 5,4 
C50 P50 C50 P50 


Zeichenerklarung : M = Ausbreitung des Mycels auf der Nahrlésung. St = da- 
von steril wachsend in Prozent. P = mit Perithecien wachsend in Prozent. C = mit 
Conidien wachsend in Prozent. 
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Auch bei A. amstelodami konnte ein Einflu8 des pu-Wertes beobachtet 
werden. Dabei wurde die Stammnahrlésung in Citrat- und Glykokoll- 
pufferlosungen nach SORENSEN angesetzt. Die Ergebnisse zeigt Tab. 1. 

Im Laufe der Versuchsdauer strebt die Wasserstoffionenkonzentration 
dem py-Wert 5,5 zu. Dies geschieht von niedrigeren Werten aus langsam 
durch Freisetzung des Alkalis aus der Stickstoffquelle. Héhere Pu- Werte 
werden schnell durch starke Siurebildung bei geringem Wachstum er- 
niedrigt. 

Wesentlich ist, daB im sauren Bereich nur Perithecien, im alkalischen 
jedoch auch Conidien gebildet werden. Wird das Substrat durch Saure- 
bildung alkalisch, so hért das kiimmerliche Wachstum auf, und die 
Conidienbildung geht zuriick. Bei schnellerem Mycelwachstum findet 
wieder Perithecienfruktifikation statt. 


2. Wirkung der Temperatur. 
A. amstelodami zeigt bei niedriger Temperatur langsames Wachstum 
und ein Vorherrschen der Conidien. Mit Steigen der Temperatur treten 
mit besserem Wachstum immer mehr Perithecien auf (Tab. 2). 


Tabelle 2. A. amstelodami. Mycelentwicklung und Fruchtform in Abhdngigkeit 
von der Temperatur. 
(Zeichenerklarung bei Tab. 1.) 


Temperatur Alter in Tagen 
Pew 3 9 12 20 
15 M5 M 20 M30 P10 M40 P10 
St 70 C30 St 40 C60 St 30 C60 St 30 C60 
20 M 40 M 90 M 100 
P60 C40 P 100 P 100 
28 M80 P100 M 100 P 100 


Der Pilz zeigt hier ein Verhalten, das demjenigen bei Einwirkung ver- 
schiedener Wasserstoffionenkonzentrationen ahnelt: Schlechtes Wachs- 
tum ist mit Conidienbildung verknipft, waihrend bei guter Mycelent- 
wicklung Perithecien gebildet werden. Da diese gegenseitigen Beziehun- 
gen auch sonst noch oft beobachtet werden konnten, kann allgemein 
gesagt werden, daB die Bildung von Conidien auch bei schlechter Energie- 
ausniitzung mdglich ist, die Anlage von Perithecien jedoch eine bessere 
Energieversorgung verlangt. 


3. Die Beeinflussung durch die Konzentration der Nahrlosung. 
Hinsichtlich der Bedingungen der Fortpflanzung bei Hurotiwm repens 
De Bary fand KiEss eine bedeutende Abhangigkeit vom osmotischen 
Druck der Niahrlésung. Bei hoherern osmotischem Wert beobachtete er 
eine Forderung der Conidien-, bei niedrigerem der Perithecienbildung. 
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Um das Verhalten von A. amstelodami zu untersuchen, wurden ver- 
schiedene Salze und Zucker in wechselnder Menge zur Stammnahrlosung 
hinzugesetzt. Tab. 3 zeigt die Werte fiir die benutzten H6chstkonzen- 
trationen und ihre Wirkung. Wahrend bei niedrigen Salzmengen noch 
das kleinste: Mycel sofort Perithecien bildet, wachsen die Mycelien 
mit steigender Konzentration zunehmend rein vegetativ. Nach einem 
bis wenigen Tagen erscheinen dann auch die Conidien und Perithecien in 
wechselndem Verhaltnis; bei niedriger Konzentration tiberwiegen die 
Fruchtkorper, bei hoherer finden sich in steigender Zah] Conidien. 


Tabelle 3. A. amstelodami. Osmotischer Druck der Nahrlésung und Fruchtform. 
(Der osmotische Druck ist teils dem ,,Taschenbuch fiir Chemiker und Physiker“, 
herausgegeben von D’Ans u. Lax, entnommen, teils errechnet. Die Werte sind stark 

abgerundet. Zeichenerklarung bei Tab. 1.) 


ae aa aba cacti Wrachifvem 
Maltoseya7 bivioucs eget | 0,585 | 20 | etwa 15 anfangs K 50, 
dann P 100 
MoCo eet 0,42 4 ou P90 K10 
KESORp er se nese 0,63 / 11 rAemtnat O P 100 
NaNOy<- se 2,35 20 “pees P70 K30 
CT Ol Se or et | 2,5 14 100 K 100 
Rohrzucker . ... 2,05 70 Pe Ae P60 K40 
cs 0 a | 2,95 22 sped 80 TTS 
Glicose;. VF . ei | 3,3 60 etal P 100 


* Die Angabe bezieht sich auf eine Konzentration von 30% bei 0° C. 


Diese Abhiingigkeit vom osmotischen Wert der Nahrlésung ist bei 
den untersuchten Zuckern nicht eindeutig, was daran liegen mag, daB 
sie als Baustoff- und Energiequelle eine spezielle Wirkung entfalten. Sehr 
kraB mag dies folgendes Beispiel beleuchten: Nimmt man in der Stamm- 
nihrlésung Glucose an Stelle von Rohrzucker und fiigt 22 % KCl hinzu, 
so bildet der Pilz nicht Conidien, sondern Perithecien. 

In welcher Weise die Konzentrations-Wirkung im einzelnen zustande 
kommt, ist unbekannt. Man k6énnte vielleicht an eine spezielle Salz- 
wirkung oder an eine Blockierung der Fermente denken. Aber auch die 
geringere Losungsfihigkeit fiir Gase, die konzentrierte Lésungen zeigen, 
k6nnte ihre Bedeutung dabei haben. 


4, Hinflup der Kohlenstoffquelle. 
In Ubereinstimmung mit HawKur wurde ein Einflu8 der Kohlenstoff- 
quelle auf die Sporenbildung beobachtet. A. amstelodami bildet auf 
komplexen C-Quellen anfangs teilweise Conidien, wihrend auf den 
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meisten einfachen Zuckern und Zuckeralkoholen nur Perithecien entstehen 
werden (Tab. 4). Alle Stoffe wurden in einer Konzentration von 4% als 
alleinige C-Quelle geboten. Zur Charakterisierung der Ausnutzungs- 
moglichkeit ist auch das nach 4 Wochen erzielte Mycelgewicht je Gramm 
C- Quelle angegeben. 

Von einwertigen Alkoholen, die in einer Konzentration von 1 % als C- 
Quellen gegeben wurden, erlaubte nur der Athylalkohol geringes Wachs- 
tum mit Conidien. 


Tabelle 4. A. amstelodami. Fruchtform in Abhdngigkeit von der O-Quelle. 
(Zeichenerklarung bei Tab. 1.) 


C- Quelle Pa Fruchtform C- Quelle eae Fruchtform 
Starke . 83 P80 C20] 1-Sorbose. . . 194 P 100 
Dextrin. . . / 85 P50 C50 | Mannit 110 P 100 
Raffinose . . 155 P 100 Sorbit . . 166 P 100 
Maltose . 156 P50 C50 | d-Xylose. .. | 240 P 100 
Lactose . eee Erythrit. . . 2 
l-Rhamnose.| 54 P 100 Glycerin. . . 25 P 100 
Dualcit2in. ; — 


Zur Untersuchung organischer Sauren, die 1% ig als C-Quellen: Ver- 
wendung fanden, wurde zuerst in der Nahrlésung mit Natronlauge ein 
pu-Wert von 5 eingestellt. Im Laufe des Wachstums muBte durch Ver- 
zehr des Saureanions die Nahrlosung alkalisch werden. Da bereits fest- 
gestellt wurde, daB hierdurch die Bildung von Conidien induziert wird, 
muB8te durch laufende py-Messung und jeweils rechtzeitiges Ansiuern mit 
verdtinnter Phosphorsaure diese Wirkung ausgeschaltet werden. 

Wahrend auf Gluconséure das Wachstum ebenso gut wie auf Zuckern 
war, gestatteten Milchséure, Essigsiure und Citronenséiure nur geringes 
Wachstum, Fumarsaure, Brenztraubenséure, Weinséiure, Bernsteinsaure 
und Maleinséure sogar nur eine sehr kiimmerliche Mycelbildung. Auf 
Ameisensaure, Oxalséure, Propionsiure, Buttersiure und Benzoesiure 
wuchs der Pilz tiberhaupt nicht. 

Nach der gebildeten Fruchtform ergab sich folgendes Bild: a) Wachs- 
tum mit Conidien: Brenztraubenséure; b) Wachstum mit Perithecien: 
Gluconsaure, Milchséiure; c) Wachstum mit Perithecien und Conidien: 
Essigsaiure, Citronensiure, Bernsteinséure, Fumarsiure, Weinsiure. 

Gluconséure und Milchsaéure sind beide gut als Energie- und Baustoff- 
quelle zu verwenden. Wir finden bei ihnen das beste Wachstum verbunden 
mit Perithecienbildung. Die tibrigen Sauren rufen bei weniger gutem bis 
schlechtem Wachstum neben Perithecien auch Conidien oder, wie die 
Brenztraubensaéure, nur Conidien hervor. 


o 
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5. Spurenelemente. 

Wiederholt ist die Bedeutung einzelner Spurenelemente fiir besondere 
Vorginge bei der Bildung von Sporen erkannt worden (BoRTELS; BRIAN 
u. Hemming). Es sollte nun untersucht werden, ob auch A. amstelodama 
eine Abhingigkeit von ihnen zeigt. 


Um hierzu die Nahrlésung von Schwermetallen zu reinigen (ROBERG), erwies 
sich von 3 Methoden die Adsorption an eine ammoniakalische Al(OH) -Fallung am 
vorteilhaftesten. Die Spurenelemente wurden als p.A.-Substanzen zu je 10 mg in 
100 ml Aqua bidest. gelést. Hiervon wurden je 3 Tropfen, die etwa 0,02 mg ent- 
sprachen, den jeweiligen Kolben mit je 50 ml gereinigter Nahrlosung zugesetzt. 
Eisen, Zink und Kupfer wurden als Sulfate zugegeben, Mangan als Chlorid. Zur 
Impfung wurden mit einem ausgegliihten Platinspatel Conidien von einem Schrag- 
rohrchen entnommen und direkt den Versuchskolben zugesetzt. 

Auf der Kontrolle zeigte sich nur ein ganz diinnes vegetatives Mycel, 
dessen Bildung noch die Spurenelemente aus den Sporen ermdglicht 
hatten. Gutes Wachstum, das auch sofort wieder mit Perithecienbildung 
verknipft war, konnte nur durch die Kombination der 4 oben genannten 
Elemente erhalten werden; zum Teil geniigten allerdings auch schon drei 
zu einer besseren Entwicklung: 


Fe + Zn + Mn: Wachstumsférderung und Perithecien. 
Fe + Cu + Mn: Keine Wirkung. 
Zn + Cu + Mn: Wachstumsférderung und Perithecien. 
Fe + Zn + Cu: Keine Wirkung. 


Fe + Zn + Cu-+ Mn: Gute Wachstumsférderung und Perithecien. 

Kine Anzahl weiterer iiberpriifter Elemente war wirkungslos. 

Uberraschend gut wird die Notwendigkeit von Mangan und Zink 
demonstriert; aber auch Eisen und Kupfer diirfen nicht fehlen. Ihre 
Wichtigkeit war vielleicht deshalb am schlechtesten nachzuweisen, weil 
Kisen sich am leichtesten einschleppen la8t und Kupfer wohl nur in 
der geringsten Menge benotigt wird. 

Wurde in einem Kolben, der die anderen beiden Spurenelemente 
erhalten hatte, das Verhaltnis von Eisen und Zink verandert derart, daB 
6 Tropfen Zinklésung, aber nur 2 Tropfen Eisenlésung zugegeben 
wurden, so erschien das vegetative Wachstum gegeniiber dem repro- 
duktiven bedeutend geférdert, wie es bereits fiir andere Organismen be- 
kannt ist. 

Wenn auch die Notwendigkeit von Eisen, Zink, Kupfer und Mangan 
fiir die normale Entwicklung von A. amstelodami erkannt werden konnte, 
so lieB sich doch keine besondere Bedeutung eines Spurenelementes fiir 
die Art der Vermehrung finden. 


6. Hinflup von Metallionen und Enzymeffektoren. 
Entsprechend der Beobachtung, daB A. amstelodami auf komplexen 
organischen Nihrsubstraten, wie Bierwiirze, Hefeautolysat, Pepton, 
leichter zur Conidienbildung kommt, wurde eine ,,Conidiennahrlésung*‘ 
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entwickelt, auf welcher keine Perithecien mehr gebildet wurden. Ihre 
Zusammensetzung war folgende: 0,6% KCl; 0,1% KH,PO,; 0,05% 
MgSO, - 7 H,0; 0,3% KNO,; 0,4°% Rohrzucker; 3,0% Pepton. 

Mit Hilfe dieser Conidiennaihrlésung und der sonst verwendeten 
Stammnihrlésung (= Peritheciennahrlésung) wurde die Wirkurig von 
Enzymeffektoren und Metallionen auf die Fruchtform untersucht. Die 
wirksamen Stoffe sind mit der angewandten Konzentration in Tab. 5 
aufgefiihrt. 


Tabelle 5. A. amstelodami. Enzymeffektoren und Metallsalze mit HinfluB auf die 
Fruchtform nebst angewandter Konzentration: 
a i ee a ee ee 


Peritheciennihrlésung Conidiennihrlésung 

Induktion von Conidien Konzentration Induktion von Perithecien Konzentration 
Ascorbinsiure ... . Oe Na-Thioglykolat. .. . 0,2% 
RCO leer otea tate tes 0,02% BEUCI Peeks eS ete 0,2% 
Na-Thioglykolat ... 0,15% Ke BenZOn te users) a eke 0,4% 
RrucHis A. 46: han vak 1,0% NiSOny,., janholsnan.2 0,1 % 
Ke Benzo0at--.. 3. 0,4.% AGN © nen acne an 0,01 % 
INTIS) 0) Gel nai ea ar OLY Chloroform =. ae ee 1,0 Vol-% 
Revie hiee, dul. 3 0,01% Snekiainen buseten: 0,1% 
Phlorofornys-oy7 ee LSU ele a ian wpe tots an cate cae 0395 
SIG Sate Rene ae ee OEY Methanole. 4 380% 2: 1,0Vol-% 
Ore... Ea 0,02 % 
Phlorrhizin. . .. . . 0,4% 
Athylacetat ..... 0,6 Vol-% 
a SOs e: LS ween 2,0% 
S506) BOS ay, o's 10-3 % 
Na-Molybdat. .... 0,2% 


Bei der Induktion von Conidien auf Peritheciennahrlésung erfolgte der 
Verlauf der Mycelentwicklung folgendermaBen: Das Mycél wuchs einige 
Zeit rein vegetativ, dann entstanden die Conidien, die allmahlich mit 
Perithecien untermischt wurden. Reine Conidien waren jedoch nicht zu 
erhalten. Ein anderes Bild ergab Zusatz von As,O3. Zuerst entstand 
typisches Perithecienmycel, nach einigen Tagen erschienen plotzlich 
reichlich Conidien, die allerdings bald wieder von Perithecien tiberwach- 
sen wurden. 

Diesem letzten Bilde ahnlich war die Wirkung von Brucin, K-Benzoat 
und Na-Thioglykolat auf Conidiennahrlésung: hier entstanden die 
Perithecien erst nach einiger Zeit plétzlich in groBer Zahl zwischen den 
Conidien. Ks ist in diesen Fallen wohl damit zu rechnen, da die Plasma- 
haut erst bei alteren Zellen fiir diese Stoffe permeabel wird. 

_ Allgemein fallt an der Tab. 5 zuerst auf, daB die Perithecienbildung 
durch eine groéBere Zahl von Stoffen umgelenkt werden kann, also labiler 
ist als die Conidienbildung. 
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Weiter ist ersichtlich, daB& etwa die Halfte aller Stoffe beide Frucht- 
formen zu induzieren vermag, im Einzelfall allerdings bei verschiedener 
Konzentration (Brucin). Hierdurch lassen sich natiirlich keine speziellen 
Wirkungen auf die Fruchtform erkennen. Aber auch die Stoffe, die nur 
eine Fruchtform zu beeinflussen vermégen, gestatten keinen Einblick in 
den Mechanismus ihrer Wirkung, da die bisher von ihnen bekannten 
Wirkungen zu einer Erklirung nicht ausreichen (BERSIN; KREBS; 
MASsSsART). 


B. Quantitative energetische Untersuchungen 
an A. amstelodami und anderen Pilzen. 


1. Versuche mit KCl-Zusatz an A. amstelodamt. 


Zunichst wurden Kulturen auf Stammnahbrlésung angesetzt, die als 
C- Quelle 4% Rohrzucker enthielten. Ein Zusatz von 20% KCl rief 
Conidienbildung hervor. Der Rohrzuckerverbrauch wurde als Hexose 


Tabelle 6. A. amstelodami. Nahrlésung mit 4% Rohrzucker und 20% KCl. 


ake Ul eemianind > uneartind Te ee Sees i le 0.x. (| yeaa 
Tagen mg 4 : | mg 
5 36,5 St60 C 40) 5,8 48,5 14,8 246,5 
7 66,2 St 20 C 80 7,2 41,3 4160 19,4 | 341,6 
9 165,6 St10 C 90} 5,2 32,4 | 26,2 631,9 
11 253,0 C100 6,3 28,6 4510 25.1 1007,4 
13 294,2 C100) 4,5 29,9 | 24,7 1191,3 
16 343,6 P5 C 95 6,4 PW Be 4240 | 25,6 1340,3 
19 437,3 i can CO Orn? 10) 5.9 ol e2bs3 26,1 1676,5 
23 17,5 P20 SO 7,7 | 21,5 | 4480 | 27,3 1895,7 


Tabelle 7. A. amstelodami. Nahrlisung mit 4% Glucose und 20% KCl. 


ws pais PP icatterbie 9° Sabb ty Soaiweas cal/g OK. aie 
Tagen mg e fy mg 
en ee ee a a 
6 22.2 P 100 6,2 49,5 14,6 152,1 
8 68,1 P 100 45,2 5010 14,0 486,0 
10 143,7 P 100 12,8 41,4 | 15,0 956,5 
12 147,6 P 100 14,1 39,0 5140 15,2 970,8 
16 206,9 P 100 15,0 35,1 14,0 1478,9 
19 313,7 P 100 14,3 26,6 4650 16,4 1908,7 
22 355,0 P 100 11,8 23,8 Larigh 2000,0 
25 276,4. P 100 11,0 24,7 | 4390 Autolyse 


bestimmt. Tab. 6 zeigt diese Versuchsergebnisse an, Tab. 7 den Verlauf 
des Wachstums, wenn in der Nihrlésung mit 20° KCl-Zusatz an Stelle 
von Rohrzucker Glucose als C- Quelle geboten wird; es werden nur Peri- 
thecien ausgebildet. 
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Die beiden Fruchtformen zeigen also nur in einem Punkte gleich- 
sinniges Verhalten: Der EiweiBgehalt geht von rund 50% am Anfang des 
Wachstums bis auf nahezu 20% am Ende zuriick. In allen anderen 
Kigenschaften unterscheidet sich das Perithecienmycel von dem Coni- 
dienmycel. Das erreichte Maximalmycelgewicht ist kleiner und damit 
auch die Wachstumsgeschwindigkeit. Dafiir ist jedoch der Lipoidgehalt 
etwa doppelt so hoch; dem entspricht auch der héhere Energiegehalt des 
Mycels. 

Der O.K. der Perithecien bildenden Kultur ist erheblich kleiner als der 
des Conidienmycels. Dieser Unterschied kann jedoch nicht auf die héhere 
Lipoidbildung zuriickgefiihrt werden; denn eine Differenz von etwa 6°, 
an Lipoiden zwischen Perithecien- und Conidienmycel kann héchstens 
eine Differenz von 6 Einheiten im 0.K. hervorrufen, wenn man annimmt, 
da8 an Stelle von Fett mit 9,3 kcal/g Mycel mit 4,62 kcal/g gebildet sein 
konnte. Sie betragt aber in Wirklichkeit rund 10 Einheiten. Auch ein 
Unterschied in der Saiurebildung aus der Kohlenstoffquelle kommt nicht 
in Frage, da mindestens in den alteren Kulturstadien durch teilweisen 
Verzehr dieser Sauren hierin wieder eine Angleichung erfolgt. Es ist also 
anzunehmen, da das Perithecienmycel einen hodheren Betriebsstoff- 
wechsel hat (entsprechend den unter B: 2c gemachten Ausfiihrungen). 
Das erscheint zunachst verwunderlich, da dieses ja kaum aus Mycel 
besteht, sondern fast nur aus den Fruchtkérpern, deren sklerenchymati- 
sche Peridie sicher kaum Stoffwechsel aufweist, und deren Ascosporen 
sicher auch nur einen sehr kleinen Erhaltungsstoffwechsel haben werden, 
der bei Reife zudem nicht einmal aus der Energiequelle der Nahrlosung 
bezogen wird. Die folgenden Versuche werden diese Auffassung jedoch 
naher begriinden. 


2. Versuche zur Bestimmung des Wahren Nutzwertes (W.N.) 
an verschiedenen Aspergillaceen. 


a) Organismen und Fruchtform. 

Fir diese Untersuchungen wurden verschiedene Aspergillus- und Penicalliwm- 
Stamme verwendet, die teils selbst isoliert wurden, teils aus der Institutssammlung 
stammten. 

AuBer dem bereits zu den vorangegangenen Versuchen benutzten 
Stamm von A. amstelodami wurden noch einige weitere Pilze aus der 
A, glaucus-Gruppe untersucht (Tab. 8). A. chevaliert Mangin var. inter- 
medius Thom and Raper bildete ebenso wie A. amstelodami auf der 
Stammnihrlosung Perithecien; doch waren zu Beginn des Wachstums 
auch bis zu 30% Conidien auf dem Mycel zu sehen. A. ruber (Bremer), 
Stamm NRRL 75 Thom and Raper entsprechend, bildete zu Anfang 
sogar nur Conidien und erst spater kamen die Perithecien hinzu. A. oriolus 
Biourge entwickelte zwar sofort Perithecien; jedoch lagen sie so tief im 

29* 


: 
; 
Tabelle 8. O.K., W.N., EiweiB-, Lipoid- und Energiegehalt einiger Atrio 


auf Stammndhrlosung. 
(Zeichenerklarung bei Tab. 1.) 


‘. 
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i pile Kulturbild ee rie | calle OK. W.N. | 
Tagen mg | e ° 
A. amstelodami. 
5 Te P 100 isaL 59,0 4820 15,0 ! 34,79 
7 70,4 P 100 15,5 39,6 5220 27,5 44,8 
10 114,0 P 100 PTS 2eM Ge Pas 4 5290 26,9 / 47,8 
20 301,5 P95'C5 18,5 36,9 5250 23,9 37,7 
22 267,5 P90 C10 16,1 36,9 | 5130 Autolyse 


A. chevalieri intermedius. : 
108,0 C30°CR 70" | e148 31,6 4) OLGS 32,6 64,8 


4 

q 266,5 © 5U.2P 9b 20,5 33,6 | 5765 28,8 53,8 
A. ruber. 

7 40,9 C 100 ie GY 48,1 | 5100 42,9 60,6 


10 165,6 C60 St40) 12,0 44,8 5060 32,7 44,1 
13 296,6 C60 P 40| 12,6 41,1 | 5120 25,0 40,0 


5 65,8 P50 St50| 10,5 | 38,7 5170 23,6 50,3 
tl 221,3 P80 St 20 9,0 41,5 5035 26,0 45,2 
10 342,0 P90 St10) 11,8 35,8 5175 22,9 40,4 
ll 359,7 P90 C10 | 14,7 31,5 , 5040 21,8 38,1 
13 364,8 P90 C10 15,5 31,3 5040 22,2 36,9 


P. thomii 
2 WT, 2 St90 C 10 5,7 42,0 4580 | 29,8 50,9 
4 358,8 St 75 C 25 7,0 42,1 4735 43,4 59,7 
5 496,8 St50 C 650 8,8 40,8 5005 42,5 62,9 
9 355,3 C 100 5,1 37,5 4415 Autolyse 


2 : / 

3 546,8 St10 C 90} 6,8 37,9 | 4750 40,5 59,6 | 

4 619,4 8t10 C 90 | 6,0 34,3 4745 38,3 52,1 

9 507,9 C100 | 4,2 37,8 | 4680 Autolyse 

A. niger tropisch. 

3 228,9 St90 C 10; 10,0 27,8 4790 43,8 62,9 

4 541,7 St55 C 45) 17,2 | 26,5 5110 50,6 67,6 

5 Hered St10 C 90 10,4 26,3 4800 47,4 60,6 

9 630,2 C100; 2,9 24,2 | 4290 | Autolyse 
A. niger vegetativ. 

2 186,6 St 100 8,6 33,8 4955 29,9, 57,3 

3 664,0 St 100 6,1 31,3 4590 48,7 66,7 

4 807,7 St 100 5,5 33,9 | ' 4330 49,6 60,0 

9 515,6 St 80 GC 20 5,4 36,8 | 4025 Autolyse 
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Mycel eingebettet, da sie bei oberflachlicher Betrachtung hatten leicht 
tibersehen werden kénnen. 

Penicillium thomii Maire, das gewohnlich zahlreiche Sklerotien bildete, 
zeigte auf der Stammnihrlésung nur Conidien. Diese erschienen nur 
z6gernd und erst, wenn ein guter Teil des Zuckers bereits verbraucht war, 
in groBerer Menge. In dieser Hinsicht ahnlich verhielt sich P. expansum 
Link und ein tropischer Stamm von Aspergillus niger (PETERS), der bei 
Temperaturen tiber 25° C auf festen Nahrbéden Sklerotien bildet. Der 
andere Stamm, A. niger vegetativ, hatte sein Vermégen zur Bildung von 
Conidien fast restlos verloren; sie erschienen erst sehr spat und immer nur 
sparlich. 

Es ist nicht gewi8, ob fiir diese immer erst spat einsetzende Conidien- 
bildung innere Faktoren oder der Zustand des Substrates von gréBerer 
Bedeutung sind. Sicher miissen in der Zelle erst die fiir die Sporen be- 
notigten Stoffe synthetisiert und bereitgestellt werden. Andererseits 
scheint auch eine gewisse Erschopfung der Nahrung eine Rolle zu spielen. 


b) Die gemessenen Werte. 


Der EiweiSgehalt der untersuchten Pilze erreicht selten mehr als 50%. 
Meist liegt er zwischen 25 und 45% und ist am Anfang des Wachstums 
groBer als am Ende. Nur bei P. expansum und A. niger veget. bleibt er 
ziemlich gleich oder scheint am Ende sogar geringfiigig erhoht. Ein 
Zusammenhang mit einer Fruchtform oder Wachstum ohne Vermehrung 
ist nicht erkennbar. 

Die Lipoide reichen im Héchstfall an 20% heran. 3—4% scheint die 
untere Grenze zu sein, die die Organismen fiir Membranen und Grenz- 
flichen unbedingt zu brauchen scheinen. Obwohl nicht alleine, zeichnen 
sich doch die Perithecien bildenden Pilze besonders durch einen hohen 
Gehalt an Lipoiden aus, unter denen sich allerdings auch reichlich Farb- 
stoffe befinden (GouLD u. RatstRick). A. niger trop. zeigt sehr schon, wie 
nach vélligem Verbrauch des Zuckers der gréBte Teil des Fettes als 
Reservesubstanz aufgebraucht worden ist. 

Der Lipoidgehalt hat auch den gréiten Einflu8 auf die Verbrennungs- 
warme des Mycels; sie ist hoch, wenn der Lipoidgehalt groB ist, aber 
niedrig, wenn dieser gering ist (Abb. 1, Asp. niger trop., gestrichelte 
Kurve). Nur wenn der Farbstoffanteil in den Lipoiden gréfere Werte 
erreicht wie bei den Stimmen der A. glaucus-Gruppe, ist dieser HinfluB 
nicht so deutlich ausgepriigt (Abb. 1, ausgezogene Kurve). Natiirlich 
werden auch der EiweifSgehalt und Reservesubstanzen kohlenhydrat- 
artiger Natur eine Rolle hierbei spielen. 

Zu Anfang des Wachstums ist vielfach ein Anstieg des W.N. zu beob- 
achten, der mit einer Adaptation des Pilzes an die herrschenden Kultur- 
bedingungen zu erklaren ist. Mit zunehmendem Alter sinkt der W.N. fast 


kcal. je Gramm 
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uberall. Dies wird darauf zuriickgefiihrt, dafB der Erhaltungsstoff- 
wechsel mit zunehmendem Mycelgewicht immer gréBere Teile der ver- 
fiigbaren Energie auf Kosten der Mycelneubildung in Anspruch nimmt. 
Die langsam wachsenden Perithecienbildner, bei denen auch wirklich ein 
niedriger W.N. zu finden ist, wiirde dies natiirlich besonders betreffen. Es 
gilt also nun zu iiberpriifen, ob der niedrige W.N. bei ihnen Folge 
eines hohen Erhaltungsstoffwechsels ist, oder ob er auf andere Weise 

ein Charakteristikum der 


6,0 , Fruchtk6rperbildungist. 
x Asp.amstelodami Z : 
© Asp.chevalieri Zur Klarung dieser Frage 
iS pee pe ist es notig, fiir alle Pilze 
e Asp.oriolus é si 

2 SPentiont die GréBe des Erhal- 
a Pen.expansum tungsstoffwechsels ver- 

2 a Asp. niger trop. ©. aoe gleichbar zu machen. 


und Gewichtseinheit. 


+ Asp.niger veg, e eo : 
bey nines Dies geschieht am besten 
a yp durch Bezug auf die Zeit- 
aa sa 
oe 


c) Die GréBe des 


Erhaltungsstoff- 

wechsels und des 

Lipoidgehalt in % Baustoffwechsels. 
Abb. 1 Aus der GréBe des 


Abhangigkeit der Mycel-Verbrennungswiirme vom Lipoidgehalt. Wahren Nutzwertes ist 


zu entnehmen, wieviel 
von 100 beim Wachstum verbrauchten Calorien der gebotenen organischen 
Nahrung im Mycel wiederzufinden sind. Sie sind als ,»Mycelenergie‘‘ an 
die zelleigenen Substanzen gebunden, deren Aufbau und Umwandlungen 
den Baustoffwechsel darstellen. Alle librigen Energieumsetzungen, die 
letztlich zur Freisetzung von Abfallwiirme fiihren, sollen als Betriebs- 
stoffwechsel bezeichnet werden; es sind dies die Atmungs- und Girungs- 
vorgange, die der Erhaltung der biologischen Struktur und des dyna- 
mischen Gleichgewichtes der Zelle dienen. Ob weiterhin ein Teil davon — 
im Baustoffwechsel benotigt wird, ist viel diskutiert worden (MoLLiARD ; 
AL@ERA, Monop). Wenn man mit TERROINE u. WURMSER und mit 
TAMIYA annimmt, daB ein Anteil des Betriebsstoffwechsels im Baustoff- 
wechsel zur Kompensierung von Energieverlusten bei Reaktionen mit 
Entropievermehrung und zum Aufbau des Protoplasmas bendtigt wird, 
ergibt sich folgender Zusammenhang: Verbrauchte Energie = Mycel- 
energie +- Betriebsstoffwechselanteil am Mycelaufbau + Erhaltungs- 
energie. FormelmiBig ausgedriickt, wiirde diese Gleichung wie folgt 


aussehen : ty 
V.E.=q:-M+p:-M+e-/ Mat. 
to 
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Die einzelnen Zeichen bedeuten dabei: 


V.#. = Energieabfall in der Nahrlosung (in Calorien) ; 
M = Mycelgewicht (in mg); 
q = Verbrennungswert des Mycels (in Calorien/mg); 
p = Energie aus dem Betriebsstoffwechsel, die je Gewichtseinheit Mycel zum 
Mycelaufbau Verwendung findet (in Cal/mg); 
e = Erhaltungsenergie des Betriebsstoffwechsels (Cal/mg/Std); 


tu 
J Mdt = ,,Mycelzeitsumme“ des Erhaltungsstoffwechsels. 
to 

Die Bestimmung der Mycelzeitsumme erfolgt am besten durch Auszahlung der 
Flache unter der Wachstumskurve auf Millimeterpapier. Ist das Mycelgewicht wie 
bei A. ruber linear vom Alter der Kultur abhangig, so brauchen sogar nur ent- 
sprechend Abb. 2 die Flachen der Dreiecke A2C (fiir Stadium 2) und A3D (fir 
Stadium 3) ausgerechnet zu werden. 

Energieumsetzungen auf Grund stoffwechselphysiologischer Leerlaufreaktionen 
kénnen in den Betriebsstoffwechselanteilen enthalten sein, Jassen sich jedoch in 
keiner Weise erfassen. Aus diesen und 4hnlichen Griinden kann die angegebene 
Formel natiirlich auch keinen Anspruch auf letzte Giltigkeit machen. 


300 


8 
Ss 


Mycelgewicht in mg 
=~ 
Ss 


OLE. Sates e ae eo ok 


100 A B 200 
Kulturdauer in Stunden 


tu 
Abb. 2. Bestimmung der Mycelzeitsumme f Mdt als Fliche unter der Wachstumskurve von A. ruber. 
lo 
Im folgenden sollen nun die beiden Anteile des Betriebsstoffwechsels 
naher analysiert werden. Dazu ist es vorteilhaft, die GroBe fiir die Mycel- 
energie aus der Gleichung zu eliminieren. Es ergibt sich dann fiir die im 
Betriebsstoffwechsel verbrauchten Calorien (Cal): 


tm 
Cal = pM +e- f Mdt. 
i 


Fir jedes Stadium jeden Pilzes liBt sich diese Gleichung aufstellen. 
Da sie zwei Unbekannte enthalt, namlich ,,e“‘ und ,,p‘‘, brauchen wir 
zur Loésung immer zwei Bestimmungsgleichungen. Wenn man annimmt, 
daB am Ende des Wachstums sich ,,e“‘ und ,,p“‘ nicht mehr andern, sie 


' 
. 
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andererseits sowieso Durchschnittswerte fiir das gesamte bis zum Be- 
stimmungszeitpunkt erfolgte Wachstum sind, wird man sie fiir zwei 
alte Kulturstadien als konstant ansehen kénnen. Dann 14Bt sich aber 
auch aus zwei alten Stadien jeden Pilzes ihre GréBe berechnen. 

Die auf diese Weise erhaltenen Werte von ,,e“ und ,,p sind zu- 
sammen mit dem Mittelwert des W.N. und dem Anteil des Erhaltungs- 
stoffwechsels am gesamten Betriebsstoffwechsel in Prozent in Tab. 9 
aufgezeichnet. Hierbei wird fiir P. thomii ein negativer ,,e‘‘-Wert er- 
halten, der allerdings nicht als real angesehen werden kann. Unter 
Beriicksichtigung der iibrigen MeBergebnisse, besonders den im folgenden 
noch dargestellten Anderungen der GroBen ,,e und ,,p‘‘ mit dem Mycel- 
alter, und aus dem Vergleich mit den anderen Organismen ergeben sich 
die ,,berichtigten“’ Angaben fiir P. thomii. Aus ahnlichen Griinden ist 
zu erwarten, daB der ,,p‘‘-Wert von A. chevalieri noch zu niedrig ist, 
weil zur Berechnung nur die beiden jiingeren Stadien von 7 und 4 Tagen 
(Tab. 8) zur Verfiigung standen. Entsprechend wiirde fiir A. oriolus bei 
7 und 5 Tagen der ,,p‘‘-Wert etwa 2,2 betragen (vgl. Abb. 3) gegen- 
tiber dem fiir die Tage 13 und 11 (Tab. 8) berechneten Wert von 6,90 
in der Tab. 9. 


Tabelle 9. Erhaltungsenergie (e) und Mycelaufbauenergie (p) des Betriebsstoff- 
wechsels, Mittelwert des W.N. und Anteil des Erhaltungsstoffwechsels am 
gesamten Betriebsstoffwechsel. 


a ee er 


cal cal F . | e- [ Mdt-100 — 
Organismus 4 (— ‘ sas) (~ ) ny ee | a +p:°M 
: | 
een ie 
A.nigertrop. .... . 0,048 1,46 63,9 53,6 
A. niger vege. . . . . 0,030 1,70 61,3 | 39,5 
P.expansum. .... 0,062 1,89 54,4 57,3 
BP thOmti a erent (—0,017 3,72) 
sberichtigt =. . .. 0,027 1,80 | 57,8 34,3 
A. ortolus (EP)... 4. 0,010 6,90 42,9 Loy) 
when TTT RA UE Ne ren, tana. 0,037 4,70 48,2 39,2 
A. chevalieri (P) . . . 0,058 1,40 59,3 72,0 
A. amstelodami (P) . . 0,027 | 3,55 41,3 60,6 


1 (P) = Perithecienbildner. 


Nach den Angaben der Tab. 9 kann man die untersuchten Pilzstimme 
nach der Grofe des Betriebsstoffwechselanteils am. Mycelaufbau (p) in 
zwei Gruppen einteilen. In der einen sind die Conidienbildner mit kleinem 
.p‘-Wert und grofem W.N.; in der anderen sind die Perithecienbildner 
mit niedrigem W.N. aber hohem ,,p‘‘-Wert. Die je Milligramm Mycel 
und Stunde im Erhaltungsstoffwechsel verbrauchten Calorien (e) spielen 
ebenso wenig eine Rolle wie die GesamtgréBe des Erhaltungsstoffwechsels 
im Verhaltnis zum Betriebsstoffwechsel (Spalte 5, Tab. 9) 
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Hatten die Versuche mit hohen Salzkonzentrationen schon ergeben, 
da sexuelle Fruktifikation mit einem niedrigen 0.K. verbunden ist, 
d.h., daB im Betriebsstoffwechsel besonders viel Energie verbraucht 
wird, so zeigten nun die Bestimmungen des W.N., daB dies auf einem 
erhohten Bedarf an Energie des Betriebsstoffwechsels fiir den Aufbau 
der Zellsubstanz beruht. Es ist nun durchaus verstindlich, daB gerade 
die Sexualfruchtform komplizierte Bildungen biologischer Strukturen 
erfordert, die einen erhéhten Energiebedarf nétig machen. So hat auch 
BuRNETT bei Phycomyceten einen gesteigerten O,-Verbrauch bei An- 
naherung der (+-)- und der (—)-Mycelien gefunden. 

Im Durchschnitt fiir alle Pilze betragt der Erhaltungsstoffwechsel 
0,037 cal/mg Mycel/Std. Das entspricht weitgehend dem von TERROINE 
u. WURMSER gemessenen Werte von 0,041 cal/mg Mycel/Std. Aus dem 
Betriebsstoffwechsel werden durchschnittlich 2,9 cal/mg Mycel fiir den 
Mycelaufbau verwendet. Um die gesamte, zum Aufbau von 1 mg Mycel 
verbrauchte Energie zu erhalten, muB noch der durchschnittliche Ver- 
brennungswert je 1mg Mycel addiert werden. Er betrigt 4,9 cal/mg 
Mycel. Es ergibt sich somit, daB insgesamt 7,8 cal zum Aufbau von | mg 
Mycel bendtigt werden. Auch dies steht in guter Ubereinstimmung mit 
dem von TERROINE u. WURMSER ermittelten Werte von 8,23 cal/mg 
Mycel. 

Diese Zahlen sind aber nur als Durchschnittswerte fiir die gesamte 
Wachstumsdauer zu betrachten; denn allen Beobachtungen zufolge 
bleiben sie nicht konstant. So soll nach Tamiya u. YAMAGUTCHI sowie 
Yamamoto das Verhiltnis ,,WachstumsgroBe : AtmungsgréBe* mit dem 
Alter der Kultur allmahlich kleiner werden. Das bedeutet aber, daB mit 
dem Alter zur Bildung von 1 mg Mycel immer mehr Calorien aus dem 
Betriebsstoffwechsel bendtigt werden. Dieses léBt sich auch aus den | 
hier mitgeteilten Ergebnissen ableiten. 


tu 
Man kann die oben angegebene Gleichung Cal = p- M + e- / Mdt 
fo 


auch in die Form e =; ea i -p bringen und die ermittelten 


Werte jeden Stadiums eines Pilzes in sie einsetzen. In Tab. 10 ist dies 
fiir A. oriolus geschehen. Diese Gleichungen entsprechen den Bestim- 
mungsgeraden gema8 der analytischen Geometrie. Sie lassen sich in ein 
Koordinatensystem mit den Achsen ,,e“ und ,,p" eintragen. 


Tabelle 10. A. oriolus. Gleichungen der Bestimmungsgeraden fiir ,,e“ und ,,p™. 
5 Tage alt: e = 0,184 — 0,0352 p 10 Tage alt: e = 0,0903 — 0,0116 p 


7 Tage alt: e = 0,163 — 0,0262 p 11 Tage alt: e = 0,0657 — 0,0080 p 
13 Tage alt: e = 0,0503 — 0,00586 p 
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In Abb. 3 sind diese Geraden nur im positiven Quadranten gezeichnet, 
da negative Werte fiir ,,e“‘ und ,,p** nicht in Frage kommen. 

Jeder Punkt auf einer dieser Geraden, also jedes auf ihr ablesbare 
Verhialtnis von ,,e‘‘ und ,,p‘, erfiillt die fiir dieses Stadium gemessenen 
Werte. Nimmt man an, daB ,,p‘‘ immer den Wert 0 hat, so wird der ,,e*‘- 
Wert mit zunehmendem Alter der Kultur kleiner (Abschnitte auf der 
Ordinate); wenn man aber e = 0 setzt, so wird der ,,p‘‘-Wert mit zu- 
nehmendem Alter gréBer. Dieses hat zur Folge, daB sich die Geraden 
alle im positiven Qua- 
dranten schneiden. 

Unsere obigen Voraus- 
setzungen fir die Aus- 
rechnung von ,,e“ und 
,»p'‘ gelten auch hier. Je- 
der Schnittpunkt zweier 
Geraden, die benach- 
barten zeitlichen Stadien 
angehéren, gibt ange- 
nahert die fiir beide Sta- 


cal 


Erhaltungsstoffwechselfaktor in mg 


dien geltenden Werte an. 
Wiirde mandiezeitlichen 
6 fo ee : ] 
Mycelouiboutokio? ier seg Abstiande zwischen den 
einzelnen Altersstadien 
Abb 3. A. oriolus. Darstellung der Bestimmungsgeraden fiir 


der Kulturen immer 
mehr verkleinern, so 
wiirden die Schnittpunkte schlieBlich eine Kurve bilden, die uns die Ande- 
rungvon ,,e und ,,p‘‘ mit dem Alter der Kultur angibt. Demnach wiirde 
der Erhaltungsstoffwechsel zu Beginn des Wachstums die meiste Energie 
beanspruchen, am Ende dagegen nur noch sehr geringe Mengen. Um- 
gekehrt liegen die Verhiltnisse beim Baustoffwechselanteil. Er ist zu 
Wachstumsbeginn sehr klein und wird erst mit dem Alter des Mycels 
recht groB. 

Die Verminderung des Erhaltungsstoffwechsels mit dem Alter der 
Kultur ist verstiindlich, wenn man beachtet, da8 nur ein geringer Teil 
des gesamten Mycels sich in aktiver Lebensphase befindet, die Sporen 
aber und das alte Mycel, die einen immer groferen Anteil am Ganzen 
ausmachen, sicher nur einen geringen Erhaltungsstoffwechsel zeigen 
werden. 

Das Anwachsen des Baustoffwechselanteils liBt sich wohl nicht nur 
mit einem Mehraufwand fiir die allmahlich immer umfangreicher 
werdende Conidien- und Ascosporenbildung erkliren. Méglicherweise 
k6nnte auch ein lingerer Transportweg der Nihrstoffe eine Bedeutung 
dafiir haben. Vielleicht werden auch mit zunehmendem Zuckerverbrauch 


3€ und ,,p%, 
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vermehrt niedrigere Abbauprodukte im Baustoffwechsel verwendet, die 
zum Aufbau von Zellsubstanz nur unter gréSeren Verlusten an Energie 
durch Entropievermehrung zu gebrauchen sind. 


In diesem Verhalten der beiden GréBen spiegelt sich die Abhangigkeit und innige 
Verflochtenheit von Betriebs- und Baustoffwechsel wieder. Das junge Mycel besitzt 
eine héchste strukturelle Auflockerung des Plasmas, die zwar den Baustoffwechsel 
stark erleichtert, dafiir aber sehr labil ist und infolgedessen einen grofen Er- 
haltungsstoffwechsel erfordert. Die alten Zellen biiBen dagegen diese Aufgeschlossen- 
heit ein, verharten sich und sind Umgebungseinfliissen weniger zuganglich. Der 
Erhaltungsstoffwechsel kann dann zuriickgehen, doch gestaltet sich dadurch wieder 
der Baustoffwechsel schwieriger (BUNNING). 


3. Sporen- und Sklerotien- Analysen. 


Die Sporen der Pilze dirften der Erhaltung der Art auch tiber un- 
gunstige d4uBere Verhaltnisse und langere Zeitraume hinweg dienen. Man 
k6nnte daher annehmen, daf sie mit energiereichen Reservestoffen ver- 
sehen sind. Daher wurden verschiedene Vermehrungs-, Fortpflanzungs- 
und Dauerorgane untersucht (Tab. 10). 

Die Ziichtung erfolgte auf Agar der Stammnahrlésung in Petrischalen bei 25° C. 
Nur die Conidien von A. amstelodami wurden auf Wiirzeagar bei etwa 16°C im 
Keller herangezogen. Nach 4—5 Wochen, wenn mit Reife zu rechnen war, wurden 
sie geerntet und 24 Std bei 100° C getrocknet. Die weitere Aufarbeitung geschah wie 
bei den Mycelien. 


Tabelle 10. 

Lipoid-, EiweiB- und Energiegehalt von Sporen und Fruchtkérpern einiger Pilze. 
Organismus Verbreitungsorgan cae eee cal/g 

A. niger trop... . . . | Conidien 4,1 32,2 4820 
erecpansum 9... . Conidien Bh) 42,4 4170 
EMTHOTUVE wile sas | Conidien 2,8 38,5 4240 
A.amstelodami .. . | Conidien 8,8 35,9 5200 
A.amstelodami ... Perithecien 14,2 34,1 4910 
A. niger tropisch . . . , oklerotien“ 2,5 12,9 4670 
Claviceps purpurea . . Sklerotien 43,0 18,3 6550 


Bei den Conidien ist der Caloriengehalt nicht hoher als der des ge- 
samten Mycels, ja zum Teil sogar geringer. Das mag daran liegen, dak 
die derbe Membran aus energieaérmeren Kohlenhydraten oder Chitin 
einen relativ groBen Gewichtsteil ausmacht. Der EiweiBgehalt entspricht 
mindestens dem des gesamten Mycels, ist jedoch meist groBer. Doch ist 
auch hier an einen gewissen Teil Chitin zu denken, das infolge seines 
N,-Gehaltes der Methode entsprechend als Eiweif erscheint. Der Lipoid- 
anteil ist gering. Er enthalt dazu noch Farbstoffe, so daB von Reserve- 
fetten nicht gesprochen werden kann. Nur die Conidien von A. amstelo- 
dami machen mit fast 9°% eine Ausnahme. 
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Auch die Perithecien dieses Pilzes haben einen hohen Lipoidgehalt. 
Doch ist auch die Menge der Farbstoffe groB. Sie kommen in der Haupt- 
sache wohl aus der leuchtend gelb gefarbten Peridie, die wahrscheinlich 
auch fiir den verhaltnismaBig geringen Verbrennungswert des gessin tem 
Peritheciums verantwortlich ist. 


Die bei Aspergillus niger auftretenden Sklerotien sind taub und 
hohl. Demgem&8 enthalten sie nur wenig Fette, vor allen Dingen jedoch 
nur sehr geringe Mengen von Eiweii. Dagegen ist das Mutterkorn, das 
Sklerotium von Claviceps purpurea, ein Uberdauerungsorgan, wie es 
unseren Vorstellungen entspricht. Der EiweiBgehalt ist ziemlich gering, 
hoch jedoch der Gehalt an Reservefett; denn zur Zeit der Roggenbliite 

soll es befahigt sein, aus sich heraus Perithecien zu bilden. Dazu ist aber 
nach vorliegenden Versuchen eine grobe Menge an Energie erforderlich. 
Das Mutterkorn erinnert mit seiner Keimung im Sommer unter Ver- 
wendung eigener Reservestoffe an die Samen hoherer Pflanzen. Dagegen 
zeigen Conidiosporen der Pilze keine wesentliche Speicherung. 


C. Untersuchungen an Bakterien. 


1. Energieausnutzung. 


Fir die Versuche zur Beobachtung der energetischen Wachstumsbilanzen wurden 
Azotobacter chroococcum und Az. agile verwendet. Ihre Anzucht erfolgte bei 25° C in 
Frrnsacu-Kolben mit 400 cm’ einer Nahrlésung folgender Zusammensetzung: 2% 
Glucose; 0,015% CaCO;; 0,05% MgSO, - 7 H,O; 0,1% KH,PO,; 5 mg/l Na,MoO, - 2 
H,0; 50. mg/l FeSO, +7 H,O. Ansetzen und Impfung der Kulturen fanden nach den 
von RaDLER angegebenen Richtlinien zur Erhaltung eines gleichmaBigen Wachs- 
tums statt. 

Zum anderen wurde Pseudomonas aeruginosa gewahlt. Die synthetische Nahr- 
lésung war wie folgt zusammengesetzt: 0,02% MgSO, - 7 H,0; 0,5% NaCl; 0,2 % 
K,HPO,; 0,5% NH,Cl; 1% Glucose. Die Impfung erfolgte al diesem Bakterium je 
FERNBACH-Kolben mit 5 pe einer 3 Tage alten Kultur auf derselben Nahrlésung. 

Zur Ernte wurden die Bakterien von der Restlésung durch Zentrifugieren ab- 
getrennt, gewaschen und alles wie bei den Pilzen aufgearbeitet. 


Tab. 11 zeigt in der letzten Spalte die theoretischen W.N., die aus 
O.K. und Energiegehalt der Bakterientrockensubstanz errechnet sind, 


Tabelle 11. 
Az. agile, Az. chroococcum, Ps. aeruginosa. Versuche zur Energieausnutzung. 
Organismus re baring? x = pe He cal/g | O.K. | W.N. pe 
—_ Eee ee eee 
Az. agile’. SS). 192 218,6 4,3 | 52,6 | 5085 | 18,8 | 25,6 | 25,5 


240 642,3 4,7 67,2 | 5260 | 15,4 | 23,5 | 21,7 
Az. chroococcum. .| 216 421,5 4,6 72,7 | 5360 | 12,0 | 16,9 | 17,2 
288 610,0 5,6 70,4 | 5120 | 11,2 | 15,4 | 15,3 
Ps. pyocyanea . .| 84 234,7 8,1 — 5260 | 24,5 34,4 

86 225,5 nee 83,4 | 5285 | 26,3 3iE 
107 268,5 6,8 88,1 | 5100 | 25,1 34,2 
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wenn man annimmt, da der veratmete Zucker — wie es fiir die unter- 
suchten Stamme zu erwarten war — restlos in Kohlensiure und Wasser 
umgesetzt wird. Dies ist bei beiden Azotobacter-Staémmen tatsichlich der 
Fall, wie die recht gute Ubereinstimmung zwischen gefundenem W.N. 
und theoretischem W.N. zeigt. Da die Restlosungen von Ps. aeruginosa 
leider auf keine Weise in brennfahigen Zustand zu bringen waren, ist 
fiir dieses Bakterium nur der theoretische W.N. angegeben. Er ist mit 
rund 35 recht hoch fiir Bakterien, wie es auch schon der O.K. mit rund 
25 ist. Ahnliche GréBenordnungen wurden schon frither gefunden (vgl. 
A. Rippet-Baupss, 1955, und Seuros u. HARTSELL). 

Der EiweiBgehalt (der Stickstoff der Nucleinsdéuren ist hierin ent- 
halten) ist bei den Bakterien betrachtlich hoher als bei den Pilzen und 
wohl im wesentlichen fiir die HGhe der Verbrennungswarme der Bakterien- 
trockensubstanz verantwortlich, da der Lipoidgehalt nur gering ist. 

Wird wieder wie bei den Pilzen bestimmt, wofiir die umgesetzte 
Energie verwendet worden ist, so finden wir, da8 im Erhaltungsstoff- 
wechsel 0,117 cal/mg Bakterientrockensubstanz/Std an Energie ver- 
braucht werden, wihrend zum Aufbau von 1 mg Bakterientrocken- 
substanz 22,0 cal notig sind. 

Beide Werte sind damit etwa 2,8mal gréBer als bei den Pilzen. Da 
aber nicht anzunehmen ist, daB die Fermentsysteme der Bakterien un- 
6konomischer arbeiten, mtssen sekundire Energieminderungen ange- 
nommen werden. Sie sind sicher auch darin zu suchen, daB jede einzelne 
Bakterienzelle ihrer Umwelt mehr ausgesetzt ist als eine dichte Mycel- 
decke der Pilze. Doch mu auch daran gedacht werden, daB bei Bak- 
terien der Prozentgehalt des reinen Protoplasmas (Eiweifgehalt) hoher 
ist als bei den Pilzen. Man wird annehmen kénnen, daf gerade zu seiner 
Bildung und Erhaltung viel Energie nétig ist. Sodann ist natiirlich der 
physiologische Zustand einer wachsenden Bakterienkultur als einheitlich 
zu betrachten. In ihr gibt es daher nicht, wie bei den Pilzen, Teile, deren 
 Stoffwechsel bereits sistiert. Weitere Ausfiihrungen zu dieser Frage finden 
sich bei RrppEy-BaLpEs (1952). 


2. Sporenbildung. 


Uber die eigentlichen inneren Ursachen der Sporenbildung bei Bak- 
terien ist man sich heute noch genau so wenig klar wie vor 50 Jahren, 
so daB LAMANNA u. Matxerre schreiben: ,,Bacteria form spores because 
they form spores.“ Jedoch hat man allerlei Erfahrungen iiber duBere 
Bedingungen gesammelt, die die Sporulation begiinstigen. So miissen 
die Zellen vor der Sporenbildung gute Ernahrungsbedingungen gehabt 
haben. Angehiufte Stoffwechselprodukte hemmen sie meist, und alles, 
was zu ihrer Beseitigung beitrigt, wie gute Durchliiftung, fordert sie. 
Im ganzen gesehen wird sie durch auBere Bedingungen enger begrenzt 
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als Wachstum mit Zellteilungen (HINSHELWOOD; BENECKE). Eine 
Anreicherung von Sporen soll auf ein Unvermogen zur Wiederauskeimung 
unter ungiinstigen auBeren Bedingungen zuriickgehen. So erklart sich 
wohl auch der vielfach gezogene SchluB, daB Sporulation durch schlechte 
Umweltverhaltnisse gefordert wird. 


Fiir die praktische Gewinnung reinen Sporenmaterials bedeutet das, 
daB die Ziichtung in stehenden Fliissigkeitskulturen meist zu keinem 
Erfolg fihrt. Werden einmal Sporen gebildet, so keimen sie gleich wieder 
aus und ernahren sich bei Erschépfung der gegebenen Nahrungsquelle 
von unvollstandig abgebauter Substanz und von Autolyseprodukten, 
die in geringer Menge immer wieder zuriickbleiben; dies geht so fort; 
die Zahl der Zellen und auch ihre GréBe nimmt dabei ab. Aber eine all- 
gemeine Sporenbildung wird nicht erreicht. 


Dagegen erhalt man auf Nihragar in Petrischalen sehr schnell reines 
Sporenmaterial. Der auf der Agaroberfliche ausgebreitete Bakterien- 
rasen vermag viel besser — gegebenenfalls auch wegen besserer Sauer- 
stoffversorgung — einen restlosen Abbau der Nahrung zu _bewerk- 
stelligen. Etwaige storende Stoffwechselprodukte kénnen auch vom 
Agar absorbiert werden. Das plétzliche Fehlen eben noch reichlich zu- 
giinglicher Nahrung, verbunden mit einem Mangel an Feuchtigkeit, laBt 
wie im Boden bei den zymogenen Organismen (WINOGRADSKY) die 
Ruhestadien und Sporen der Bakterien erscheinen. Es mag hinzukom- 
men, daf die Ziichtung auf festen Nahrbéden dem natiirlichen Vor- 
kommen der Bakterien als Aufwuchsflora (JANNASCH) mehr entspricht. 


Bacillus mycoides wurde auf Nahragar mit 0,3% Difco-Beef-Extract und 0,5% 
Difco-Pepton geziichtet. Der Verlauf der Sporenbildung konnte in Proben unter dem 
Mikroskop durch Anfairbung mit Methylenblau kontrolliert werden. Nach 12 Std 
waren nur Zellen vorhanden, die gut anfirbbar waren. Nach 24 Std enthielten fast 
alle Zellen eine Spore. Die Mutterzellen wurden nun von Tag zu Tag weniger intensiv 
farbbar; nur dicht um die Sporen herum hielten sich noch langere Zeit hindurch 
verdichtete, gut farbbare Reste, die aber nach 1] Tagen auch vollstandig ver- 
schwunden waren. 


Die Zellen bzw. Sporen wurden dann mit Aqua dest. abgeschwemmt und mit 
Hilfe der Zentrifuge gewaschen und schlieBlich gewonnen. Die weitere Aufarbeitung 
erfolgte wie iiblich. 

Der anaerobe Bacillus amylobacter erhielt als Nahrboden 0,59% Liebigs Fleisch- 
extrakt und 2% Glucose. Withrend die Sporen von Agarkulturen gewonnen wurden, 
die 7 Tage lang bei 37° C unter Stickstoffatmosphire bebriitet worden waren, lieBen 
sich die vegetativen Stadien ohne Sporen gut leider nur aus Flissigkeitskulturen 
erhalten, die unmittelbar nach dem Garungsmaximum geerntet wurden. 


Tab. 12 zeigt, daB bei Bac. mycoides Lipoid-, EiweiB- und Energie- 
gehalt fiir Zellen und Sporen gleich sind. Nur der Gehalt an PO; ist bei 
den Sporen héher. Ahnliche Befunde erhielt auch schon VirTANEN. Doch 
schien seine Methode der Lipoidbestimmung bei Sporen durch Ather- 
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extraktion ohne vorherigen Aufschlu8 ungentigend zu sein. Die hier 
angewandte Methode mit vorherigem SalzsiureaufschluB brachte aber 
dennoch nur unwesentlich héhere Werte. 


Tabelle 12. Bac. mycoides und Bac. amylobacter. Lipoid-, HiweiB-, Energie- und 
Phosphorgehalt von Zellen und Soren. 


Lipoid HiweiB P.O; in 
oy, %, eal/g of 
rN ae ee ee 
B. mycoides, Zellen 1,4 64,0 4630 2,00 
_ Sporen 1,4 66,8 4560 2,26 
B. amylobacter, Zellen 15,6 74,6 5750 
Sporen 4,0 61,1° 4770 


Wahrend so bei Bac. mycoides eine weder in den Stibchen noch in den 
Sporen erkennbare Speicherung energiereicher Stoffe erfolgt, scheint bei 
Bac. amylobacter eine betraichtliche Menge an Reservestoffen, vornehm- 
lich Lipoiden, zur Sporenbildung verbraucht zu sein, wenn die beiden, 
auf verschiedene Weise gewonnenen Stadien als vergleichbar gelten sollen. 
DaB dies wirklich so ist, machen Untersuchungen von TINELLI wahr- 
scheinlich. Auffallig an den Zellen ist vor allem ihr hoher Lipoidgehalt, 
wie er auch bei anderen Bakterien vorkommt (SNEED u. HaLvorson 
fanden bei Aerobacter cloacae 15%). Dafiir ist der Kohlenhydratgehalt 
sehr gering; so lieBen sich die Amylobacter-Zellen nicht mit Jod an- 
firben, besaBen also keine nachweisbaren Mengen von Iogen. Der hohe 
Caloriengehalt entspricht dem Wert, der nach der Lipoid- und Eiweib- 
menge zu erwarten ist. 

Wie schon bei den Sporen der Pilze finden wir auch bei denjenigen der 
Bakterien keine Speicherung von Reservestoffen. Auch sie keimen ja 
nur bei geniigendem Nahrungsangebot der Umwelt. Ihre Uberdauerungs- 
fahigkeit aber muB auf einer besonderen Struktur ihrer Plasmaproteine 
beruhen, die noch giinzlich unbekannt ist. Vielleicht handelt es sich in 
der Hauptsache um ein Depot fiir die wirksamen Phosphorverbindungen. 

Es ist von allgemein biologischen Gesichtspunkten aus bemerkens- 
wert, daB auch bei den mycotrophen Pflanzen, wie Orchideen, die zu 
ihrer ersten Entwicklung auf die Zufuhr organischer Stoffe von auBen 
her angewiesen sind, sich das gleiche Prinzip zeigt: Keine wesentliche 
Speicherung von Reservestoffen bei winzigen Samen. 


Zusammenfassung. 


1. Aspergillus amstelodami bildet im allgemeinen auf synthetischen 
Nahrbéden nur Perithecien. Doch kann Conidienbildung hervorgerufen 
werden durch Ziichtung a) auf alkalischem Naihrmedium, b) bei Tem- 
peraturen unter 20°C, ¢c) bei hoher Konzentration der Nahrlosung, 
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d) auf komplexen Kohlenhydraten und komplexen organischen Sub- 
straten, e) auf Athylalkohol und verschiedenen organischen Sauren. 


2. Die Fruchtform von A. amstelodami kann durch Metallionen und 
Enzymeffektoren beeinfluBt werden. 


3. A. amstelodami braucht als Spurenelemente fiir Wachstum und 
Perithecienbildung Eisen, Zink, Kupfer und Mangan. 


4. Unter vergleichbaren Bedingungen zeigt Perithecienmycel von A. 
amstelodami einen niedrigeren 0.K. als Conidienmycel. Ebenso haben 
alle Perithecien bildenden Pilze einen kleineren W.N. (wahrer Nutzwert) 
als solche, die steril oder nur mit Conidien wachsen. 


5. Im Baustoffwechsel werden (nach dem Verbrennungswert bestimmt) 
40—64°% der gesamten umgesetzten Energie angelegt (W.N.). — Der 
Anteil des Betriebsstoffwechsels fiir den Aufbau der Zellmasse ist bei 
alten Mycelien groBer als bei jungen; er betrigt im Durchschnitt fir alle 
Pilze 2,86 cal/mg Mycel. Fiir Perithecien bildende ist er gré8er als fiir 
solche, die Conidien bilden bzw. steril wachsen. — Der Erhaltungsstoff- 
wechsel (nicht zum Aufbau der Zellmasse verwendeter Teil des Betriebs- 
stoffwechsels) bendtigt im Durchschnitt fiir alle Pilze 0,037 cal/mg 
Mycel/Std. Er verkleinert sich bei alter werdenden Mycelien. 


6. Zwei Azotobacter-Stimme zeigen einen W.N. von 16 baw. 24, Pseudo- 
monas aeruginosa von rund 35. — Der Erhaltungsstoffwechsel der Azoto- 
bacter-Staémme betriigt etwa 0,117 cal/mg’ Bakterien/Std, der Betriebs- 
stoffwechselanteil fiir den Mycelaufbau etwa 16,8 cal/mg Bakterien, so 
daf zusammen mit dem Energiegehalt von 1 mg Bakterien 22,0 cal zum 
Aufbau von 1 mg ndétig sind. 


7. Sporen von Pilzen und Bakterien zeigen keine Speicherung energie- 
reicher Reservestoffe. 


Herrn Prof. Dr. A. Rrepet-Batprs danke ich fiir die Themenstellung und das 
stete rege Interesse, das er dem Fortgang der Arbeit entgegenbrachte. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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